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(57) Abstract: The invention relates to a yeast strain of Saccharomyces cerevisiae which, due to deletion of the genomic sequences, 
^ does not produce any hexose transporters and which as a consequence cannot propagate on substrates that have hexose as the only 

carbon source. The capability of the strain of propagating on substrates that have hexose as the only carbon source can be re-estab- 
™ lished by expression of a GLUT4 gene. 
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® (57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft einen Stamm der Hefe Saccharomyces cerevisiae, welcher durch Deletion der ge- 
nomischen Sequenzen keine Hexosetransporter mehr ausbildet und in Folge dessen sich auf Substraten mit Hexosen als einziger 
Kohlenstoffquelle nicht mehr vermehren kann, wobei dessen Fahigkeit sich auf einem Substrat mit einer Hoxose als einziger Koh- 
lenstoffquelle zu vermehren wiederhergestellt wird, wenn er ein GLUT4-Gen zur Expression bringt. 
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Hefestamm von Saccharomyces cerevisiae mit funktioneller Expression eines Glut- 
5 Transporters 

Die Erfindung betriffi einen Stamm der Hefe Saccharomyces cerevisiae, wefcher 
durch Deletion der genomischen Sequenzen keine Hexosetransporter mehr 
ausbildet und in Folge dessen sich auf Substraten mit Hexosen als einziger 
0 Kohlenstoffquelle nicht mehr vermehren kann, wobei dessen Fahigkeit sich auf 
einem Substrat mit einer Hexose als einziger Kohlenstoffquelle zu vermehren 
wiederhergestellt wird, wenn er ein GLUT4-Gen zur Expression bringt 

Die meisten heterotrophen Zellen transportieren Glukose uber spezielle 
Transporterproteine ins Zeilinnere. Bei den verschiedenen Organismen haben sich 
unterschiedliche Mechanismen herausgebildet, die den Glukosetransport vermitteln 
also Protonen-Symportsysteme, Na + -Glukosecotransporter, 
bindungsproteinabhangige Systeme, Phosphotransferasesysteme sowie Systeme 
fur die erieichterte Diffusion. Bei den Eukaryonten vermittelt eine Familie von 
Glukosetransportern, die bei Saugetieren von den GLUT-Genen und bei 
Saccharomyces cerevisiae von den HXT-Genen codiert werden, die 
Glukoseaufnahme fiber erieichterte Diffusion. Diese Transporter zahlen zu einer 
grofceren Zuckertransport-Superfamilie und sind durch das Vorliegen 12 
transmembrane^ Helices und mehrerer konservierter Aminosaurereste und - 
25 motive gekennzeichnet. 

Der Glukosetransport bei Saugetieren war Gegenstand zahlreicher Untersuchungen 
da die Kenntnis der Vorgange bei Krankheiten, die mit einer defekten 
Glukosehomoostase assoziiert sind, wie zum Beispie! Diabetes mellitus oder 
Fanconi-Bickel-Syndrom, von grofier Wichtigkeit ist. Bis zum gegenwartigen 
Zeitpunkt sind acht Glukosetransporter (GLUT1 bis GLUT5, GLUT8 
GLUT9/SLC2A9, GLUT9 (GenBank Aufnahme-Nr. Y1 7803)') identrfiziert worden 
welche zur erleichterten Glukoseaufnahme beitragen. Zu den SchlOsselrollen dieser 
Transporter zahlen die Aufnahme von Glukose in verschiedene Gewebe, ihre 
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— Speicherang-iti-tjer-teberritTreinsulinabhangige Atrfrratrmein-di^i\/luskelzellen und 
Adipozyten sowie die Glukose-Messung durch die p-Zellen des Pankreas. 
GLUT1 vermittelt den Glukosetransport in die Erythrozyten und durch die Blut-Hirn- 
Schranke, wird jedoch auch in vielen anderen Geweben exprimiert, wahrend GLUT4 

5 auf insulinabhangige Gewebe, in erster Linie auf Muskel- und Fettgewebe 
beschrankt ist. Bei diesen insulinabhangigen Geweben stellt die Kontrolle des 
Targeting von GLUT4-Transportern in intrazellulare Kompartimente oder 
Plasmamembrankompartimente einen wichtigen Mechanismus fur die Regulierung 
der Glukoseaufnahme dar. In Gegenwart von Insulin wird intrazellulares GLUT4 auf 

10 die Plasmamembran zuriickverteilt, um die Glukoseaufnahme zu erleichtern. GLUT1 
wird in diesen insulinabhangigen Geweben ebenfalls exprimiert, und seine 
Verteilung in der Zelle wird ebenfalls von Insulin beeinflulit, jedoch weiiiger stark. 
Daruberhinaus wird die relative Wirksamkeit, mit der GLUT1 oder GLUT4 den 
Zuckertransport katalysieren, nicht nur von dem Ausmafi des Targetings jedes 

15 Transporters an die Zelloberflache bestimmt, sondern auch von ihren kinetischen 
Eigenschaften. 

Die Tatsache, dali unterschiedliche Glukosetransporter-lsoformen koexprimiert 
werden sowie der rasche Glukosemetabolismus hat Untersuchungen bezuglich der 
Rolle und der genauen Eigenschaften jeder Glukosetransporter-lsoform in diesen 

20 insulinabhangigen Geweben kompliziert gestaltet. Um diese Probleme zu losen, 

wurden heterologe Expressionssysteme wie Xenopus-Oozyten, Gewebekulturzellen, 
Insektenzellen und Hefezellen verwendet. Es stellte sich jedoch heraus, daft 
Schwierigkeiten bei diesen Systemen auftraten: zu schwache Aktivitat der heterolog 
exprimierten Transporter, eigene Glukosetransporter bei diesen Systemen, die 

25 intrazellulare Retention eines betrachtlichen Teils der Transporter, oder sogar die 
Produktion inaktiver Transporter. 

Bislang ist noch kein Organismus bekannt, der auftereinem heterologen und 
funktionellen Glut4-Glukosetransportprotein kein weiteres insbesondere 
30 intrinsisches Hexosetransportprotein exprimiert. Dies fuhrt zu einer Reihe von 

Nachteilen bei der Suche nach Verbindungen, welche die Transporteigenschaften 
des Glut4-Proteins verandem konnen. Solche Verbindungen waren von groftem 
Interesse als Bestandteile von Arzneimitteln, da bekannt ist, daft Glut4 bei der 
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-AbsenkungxteL^ , nsu|jn und anderen 

Faktoren eine wichtige Rolle spielt. Mit Hi/fe eines Organismus, der ein funktionelles 
Glut4-Transportprotein exprimiert, hatte man die Moglichkeit nach Verbindungen zu 
suchen, die den Glut4-Transporter direkt beeinfluften. Die Nebenwirkungen solcher 
Verbindungen waren geringer, da keine Nebeneffekte vermittelt u.ber Signalfaktoren 
auftreten wurden. Aufterdem waren die Handhabung und Bereitstellung des 
Materials im Fade eines zur Verfugung stehenden Hefestammes sehr erleichtert. Als 
Aufgabe der Erfindung wird deshalb die Bereitstellung eines Hefestammes 
angesehen, der ein funktionelles Glut4-Protein exprimiert. 



Die Erfindung betrifft einen Stamm der Hefe Saccharomyces cerevisiae, welcher 
sich auf Substraten mit Hexosen als einziger Kohlenstoffquelle nicht mehr 
vermehren kann, wobei dessen Fahigkeit sich auf einem Substrat mit einer Hexose 
als einziger Kohlenstoffquelle zu vermehren wiederhergestellt wird, wenn er ein 
1 5 GLUT4-Gen zur Expression bringt. Solch ein Stamm kann beispielsweise durch 
Mutation oder Deletion der entsprechenden genomischen Sequenzen hergestellt 
werden. Hexosen soli als Bezeichnung fur Aldosen mit 6 Kohlenstoffatomen wie 
Glukose, Galaktose oder Mannose sowie fur Ketosen mit 6 Kohlenstoffatomen wie 
Fruktose oder Sorbose verwendet werden. 



Die Erfindung betrifft weiterhin einen Stamm der Hefe Saccharomyces cerevisiae 
wie eben beschrieben, wobei dieser Stamm ein GLUT4-Gen enthSlt. 

Bei der Hefe Saccharomyces cerevisiae sind 17 Hexosetransporter und zusatzlich 
drei Maltosetransporter bekannt, die, sofern sie stark genug exprimiert werden, in 
der Lage sind, Hexosen in die Hefe zu transportieren. Bekannt ist ein Stamm, dem 
durch Deletion samtliche Transporter, die zur Hexoseaufnahme geeignet sind, 
entfemt wurden. Dieser Stamm enthalt lediglich noch die beiden Gene MPH2 und 
MPH3, die zu Maltosetransportproteinen homolog sind. Die beiden Gene MPH2 und 
MPH3 werden bei Anwesenheit von Glukose im Medium reprimiert. Herstellung und 
Charakterisierung dieses Hefestammes ist in Wieczorke et al., FEBS Lett. 464, 123 
- 128 (1999) beschrieben. Dieser Stamm ist nicht in der Lage, sich auf einem 
Substrat mit einer Glukose als einziger Kohlenstoffquelle zu vermehren. Aus diesem 
Stamm konnen Mutanten selektiert werden, die ausgehend von einem 



4 

entsprechenden Vektor Glutl funktionell exprimieren (Stamm hxt fgy1-1). 
Transformiert man in den Hefestamm hxt fgy1-1 einen Plasmidvektor, welcherein 
GLUT4-Gen unter Kontrolle eines Hefepromotors tragt, wird dennoch nur sehr wenig 
Glukose transportiert. Die funktionelle Expression von Glut4 erfordert weitere 
5 Anpassungen dieses Hefestammes, urn einen signifikanten Glukosetransport mittels 
Glut4 zu ermoglichen. Soiche Hefestamme, die Glukose mittels eines einzigen 
Glukosetransporters Glut4 in die Zellen aufnehmen, lassen sich auf Substraten mit 
Glukose als einziger Kohlenstoffquelle isolieren. Dazu wird ein Hefestamm hxtfgyl- 
1der ein Glut4-Gen unter funktioneller Kontrolle eines Hefepromotors tragt, 

10 transformiert. Diese so transformierten Hefezellen werden auf einem Nahrmedium 
ausgebracht, welches Glukose als einzige Kohlenstoffquelle enthalt, und werden 
darauf inkubiert. Nach einigen Tagen der Inkubation bei beispielsweise 30°C 
beobachtet man Wachstum von vereinzelten Kolonien. Eine dieser Kolonien wird 
isoliert. Entfernt man aus dieser Kolonie das Hefeplasmid, unterbleibt die 

15 Vermehrung auf dem Nahrmedium mit Glukose als einziger Kohlenstoffquelle. Wird 
diesem Stamm, der nun kein Vektorplasmid mehr enthalt, wiederum ein Hefevektor, 
der ein GLUT4-Gen unter funktioneller Kontrolle eines Hefepromotors tragt, durch 
transformation zugefuhrt, dann ist dieser Stamm wiederum in der Lage, sich auf 
einem Medium mit Glukose als einziger Kohlenstoffquelle zu vermehren. Die 

20 Herstellung eines Stammes von Saccharomyces cerevisiae, welcher die 
Glukoseaufnahme mittels eines GIut4-Transporters ermoglicht, wird in den 
Beispielen ausfuhrlich beschrieben. Dieser Stamm exprimiert keine hefeeigenen 
Transporter fur Hexosen und ist in der Lage mittels eines beispielsweise durch 
Transformation eingefuhrten Gens fur einen GIut4-Transporter Hexosen 

25 insbesondere Glukose in die Zelle aufzunehmen. Hefestamme mit dieser 

Eigenschaft wurden unter der Nummer DSM 14035, DSM 14036 oder DSM 14037 
bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 
(DSMZ) in Braunschweig gemali dem Budapester Vertrag uberdie internationale 
Anerkennung der Hinteriegung von Mikroorganismen fur die Zwecke von 

30 Patentverfahren hinterlegt (Tabelle 1 ). 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Stammes von Saccharomyces cerevisiae 
dieser Erfindung wird ein GLUT4-Gen unter funktioneller Kontrolle eines 
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Expressionspromotors fur Hefen zur Expres sion ggbracht Geeignete 
Expressionspromotoren der Hefe sind dem Fachmann bekannt. Solche sind 
beispielsweise der SOD1-Promotor (Superoxiddismutase), ADH-Promotor 
(Alkoholdehydrogenase), der Promotor fur das Gen der sauren Phosphatase, HXT2- 
5 Promotor (Glukosetransporter 2), HXT7-Promotdr (Glukosetransporter 7), GAL2- 
Promotor (Galaktosetransporter) und andere. Das Konstrukt bestehend aus einem 
Expressionspromotor einer Hefe und einem GLUT4-Gen ist fur den Zweck der 
Expression Bestandteil eines Hefevektors. Dieser Hefevektor kann zur DurchfOhrung 
der Expression als selbstreplizierendes Partikel unabhangig vom Genom der Hefe 
1 0 vorliegen oder stabil in das Genom der Hefe integriert sein. Als Hefevektor eignet 
sich grundsatzlich jede Polynukleotidsequenz, welche in einer Hefe vermehrt werden 
kann. Als Hefevektoren konnen insbesondere Hefeplasmide oder kQnstliche 
Hefechromosomen (Yeast Artificial Chromosomes) verwendet werderr. Hefevektoren 
enthalten in der Regel einen „origin of replication" (2u, ars) fur die Einleitung der 
1 5 Replikation sowie einen Selektionsmarker, der Oblicherweise aus einem 

Auxotrophiemarker oder einem Antibiotikumresistenzgen besteht. Einem Fachmann 
als Hefevektoren bekannt sind beispielsweise pBM272, pCS19, pEMBCYe23, 
pFL26, pG6, pNN414, pTV3 oder andere. Grundsatzlich kann das GLUT4-Gen jeder 
Spezies zur Expression gebracht werden. Bevorzugt wird ein GLUT4-Gen aus 
20 Mensch, Maus oder Ratte zur Expression gebracht. Die Polynukleotid- und 
Aminosauresequenzen fur Glut4 sind zuganglich beispielsweise fiber folgende 
Eintrage in Genbank: M20747 (cDNA; Mensch), EMBL:D28561 (cDNA; Ratte), 
EMBLM23382 (cDNA; Maus), Swissprot:P14672 (Protein; Mensch), 
Swissprot:P19357 (Protein; Ratte) und Swissprot:P14142 (Protein; Maus). 
25 Besonders bevorzugt wird das GLUT4-Gen mittels des Vektors YEp4H7-HsGlut4 
(SEQ ID Nr. 9) zur Expression gebracht. Das GLUT4-Gen dieses Vektors ist 
menschlichen Ursprungs. Die Herstellung eines Hefevektors enthaltend ein GLUT4- 
Gen zur Expression in Zellen ist dem Fachmann gelaufig. In den Beispielen wird die 
Herstellung solch eines Vektors beschrieben. Ein Hefevektor enthaltend ein Gen zur 
30 Expression wird, damit es zur Expression gebracht werden kann, durch 

Transformation in die Hefe eingefuhrt. Dazu eignen sich beispielsweise Methoden 
wie die Eiektroporation oder die Inkubation kompetenter Zellen durch Vektor-DNA. 
Die Transformation ist eine dem Fachmann gelaufige Technik zur Einfuhrung von 
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Hefen oder Bakterien. In der einem Fachmann bekannten Methodensammlung 
n Methods in Yeast Genetics, 1997: A Cold Spring Harbor Laboratory Course Manual; 
Adams Alison (Edt); Cold Spring Harbor Laboratory; ISBN: 0-87969-508-0" finden 

5 sich ausfuhrliche Protokolle zu Transformation von Hefen, Hefevektoren, Selektion 
von Mutanten der Hefe oder die Expression von Proteinen in Hefen. Der Nachweis 
erfolgter Expression des GLUT4-Gens in einer Hefe dieser Erfindung kann 
insbesondere durch Northern-Blotting, Western-Blotting, Glukoseaufnahmestudien 
sowie Glukoseven/vertungsstudien oder andere Methoden gefuhrt werden. Beim 

10 Northern-Blotting wird isolierte RNA des zu untersuchenden Organismus auf 
einenTrager wie beispielsweise Nitrozellulose aufgebracht und fixiert, sowie 
anschlieftend durch Inkubation dieses mit der RNA des Organismus versehenen 
Tragers mit radioaktiv oder uber einen Fluoreszenzfarbstoff markierter DNA einer 
GLUT4-Polynukleotidsequenz detektiert Die Expression von GLUT4-mRNA in einer 

15 Hefe dieser Erfindung erkennt man am Auftreten geschwarzter Banden. Im Vergleich 
dazu konnen mit der RNA einer sonst gleichen Hefe, die aber nicht mit einem 
GLUT4-haltigen Expressionsvektortransformiert wurde, keine geschwarzten Banden 
nachgewiesen werden. Beim Western-Blotting erfolgt der Nachweis des exprimierten 
Proteins nach Aufbringen eines Proteinextrakts des zu untersuchenden Organismus 

20 auf einen Membrantrager wie Nitrozellulose uber Antikorper. Antikorper fur das 

Glut4-Protein sind beispielsweise erhaltlich von Alpha Diagnostic International, Inc., 
5415 Lost Lane, San Antonio, TX 78238 USA. Ober diesen Anbieter konnen auch 
die zum Nachweis des gebundenen Antikorpers erforderiichen Testsysteme 
bezogen werden. Der Nachweis des exprimierten Glut4-Proteins wird im Vergleich 

25 zu einem sonst gleichen Hefestamm gefuhrt, der kein Glut4-Protein enthalt Bei 
Glukoseaufnahmestudien wird dem zu untersuchenden Organismus radioaktiv 
markierte Glukose als einzige Kohlenstoffquelle angeboten. Die Hefe mit Glut4 als 
einzigem Glukosetransporter nimmt im Gegensatz zu einem sonst gleichen 
Kontrollstamm, der keinen Glut4 Transporter enthalt, diese radioaktiv markierte 

30 Glukose ins Zellinnere auf. Die Glukoseverwertung kann auf Nahrmedien getestet 
werden, die Glukose als einzige Kohlenstoffquelle enthalten. Der Hefestamm mit 
einem Glut4-Transportprotein als einzigem Glukosetransporter ist im Unterschied zur 
sonst gleichen Kontrolle ohne Glut4-Transporter in der Lage, sich im Nahrmedium 
mit Glukose als einziger Kohlenstoffquelle zu vermehren. Diese eben erwahnten 
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Methoden sind dem Fachmann gelaufig. AusfQhriiche Beschreibungen finden sich 
beispielsweise in „Current Protocols in Molecular Biology; Edited by: F.M. Ausubel, 
R. Brent, R. E. Kingston, D. m. Moore, J. G. Seidman, J. A. Smith, K. Struhl; 
published by: John Wiley & Sons; 2000 (currently updated)". 

Die Erfindung betrifft bevoTzugt einen Stamm der Hefe Saccharomyces cerevisiae 
wobei ein Glut4-Gen aus Mertsch, Maus oder Ratte zur Expression gebracht wird. 

Die Erfindung betrifft besonders bevorzugt einen Stamm der Hefe Saccharomyces 
cerevisiae wobei eine Polynukleotidsequenz enthaltend einen codierenden Bereich 
eines menschlichen Glut4-Gens zur Expression gebracht wird. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform bezieht sich die Erfindung auf einen 
oder mehrere der Stamme der Hefe Saccharomyces cerevisiae, welcher 
beispielsweise unter dem Aktenzeichen DSM 14038, DSM 14039 oderDSM 14040 
bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 
Braunschweig hinterlegt wurden. Diese Stamme sind in Tabelle 1 aufgelistet. Diese 
Liste enthalt die Angaben zu den verwendeten Hefestammen, in welche die 
Plasmide transformiert wurden, den Plasmiden sowie den Anzuchtbedingungen fur 
diese Hefen. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die Herstellung eines Stammes der Hefe 
Saccharomyces cerevisiae dieser Erfindung erhaltlich durch folgende 
Verfahrensschritte: 

a) Bereitstellung einer Hefe, die sich auf Substraten mit Hexosen als einziger 
Kohlenstoffquelle nicht mehr vermehren kann; ' 

b) Transformation der Hefe aus a) durch ein Plasmid, welches ein GLUT4-Gen 
umfalit, welches unter funktioneller Kontrolle eines in Hefe exprimierbaren 
Promotors steht; 

c) Ausbringen eines Stammes nach Transformation gemall b) auf einem Medium, 
welches eine Hexose als einzige Kohlenstoffquelle enthalt; 

d) Selektion eines Stammes nach Ausbringen gemali c), der sich auf diesem 
Medium vermehrt und der die Hexoseaufnahme mittels des Glut-4 Gens unterstOtzt. 
Die Erfindung betrifft ebenso die Vermehrung eines solchen Stammes. 
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Zur4tereite^uf*§^fler-Hefe^e ersten Schritt ein 

Stamm einer Hefe Saccharomyces cerevisiae isoliert , welcher sich auf Substraten 
mit Hexosen als einziger Kohlenstoffquelle nicht mehr vermehren kann, wobei 
dessen Fahigkeit sich auf einem Substrat mit einer Hexose als einziger 

5 Kohlenstoffquelle zu vermehren wiederhergestellt wird, wenn er ein Glut4-Gen, zur 
Expression bringt.. Dies kann durch Mutation oder Deletion der entsprechenden 
genomischen Sequenzen, welche fur die Hexosetransporter codieren, geschehen. 
Die Bereitstellung erfordert weiterhin die Vermehrung dieser Hefe. Die Vermehrung 
erfolgt mittels Standardmethoden der Mikrobiologie in geeigneten Medien. 

1 0 Geeignete Medien zur Vermehrung einer Hefe sind beispielsweise Vollmedien 
insbesondere YPD-Medium (Yeast extract/Peptone/Dextrose-Medium) oder 
selektive Medien und andere. Die Hefe-Zellen werden in diesen Nahrmedien 
vermehrt, nach der Vermehrung durch Zentrifugation vom Medium abgetrennt und 
fQr die Zwecke des Verfahrens in einem waBrigen Losungsmittel enthaltend unter 

1 5 anderem Puffersubstanzen, Salze oder andere Zusatze in eine wafirige Suspension 
gebracht. Angaben zu Vermehrung von Hefen findet der Fachmann im bereits 
erwahnten „Methods in Yeast Genetics, 1997: A Cold Spring Harbor Laboratory 
Course Manual; Adams Alison (Edt.); Cold Spring Harbor Laboratory; ISBN: 0- 
87969-508-0". 

20 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Herstellung eines Stammes der Hefe wie 
vorstehend beschrieben wird zur Transformation ein GLUT4-Gen, welches unter 
funktioneller Kontrolle eines in Hefe exprimierbaren Promotors steht, verwendet. 
Zur Durchfuhrung der Transformation sei auf das vorstehend bereits erwahnte 

25 ..Methods in Yeast Genetics" verwiesen. 

Besonders bevorzugt fur die Herstellung wird zur Transformation ein GLUT4-Gen 
aus Mensch, Maus oder Ratte verwendet. Weiterhin besonders bevorzugt wird zur 
Transformation ein GLUT4-Gen enthalten in einer Polynukleotidsequenz gemafi 
SEQ ID Nr. 9 oder 10 verwendet. SEQ ID Nr. 9 offenbart die Polynukleotidsequenz 

30 des Hefevektors Yep4H7-HsGLUT4. Dieser Vektor enthalt eine 

Polynukleotidsequenz unter funktioneller Kontrolle des HXT7-Promotors, welche fur 
die Aminosauresequenz des menschlichen GLUT4-Gens codiert. In SEQ ID Nr. 10 
ist die Polynukleotidsequenz des Vektors H2rg4g2 enthalten. Das Hefeplasmid 
H2rg4g2 tragt ein GLUT4-Gen der Ratte unter funktioneller Kontrolle eines HXT2- 
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Promoters. FunktioneUe KbnWe des GLUT4-Gens durch den Promoter bedeute. 
daft mtttels des Promoters eine mRNA transkribiert wird. die in ein Glut4-Pretein ' 
ransiafler, warden kann. BezOglicn der Offenbarungen der GLUT4-Se q uenzen und 
derverwendeten Metheden sei auf das bereits verstehend ausgefflhrte hierzu 
o verwiesen. 

Die Erfindung betnffi wetterhin ein Verfahren zur Identifeerung einer Verbindung 
we^he d,e Menge einer Hexese, die mttteis eines Giu.4-Pre.eins transporter, vl 
vermehrt Oder vermindert enthaltend folgende Verfahrensschrttte- 
) a) Bereitstellung eines Stammes der Hefe Saccbanemycea cereWa/ae dieser 
Erfindung, der ein GLUT4-Gen exprimiert; 

b) Bestimmung der Menge einer Hexese, die von diesem aufgenommem wird- 

c) Bereitstellung einer Verbindung; 

d) ln-Kontak.-Bringen eines Stammes der Hefe berei.ges.eitt gerna* a) mi. einer 
Verbindung bereitgesfeltt gemall c) 

e) Bestimmung der Menge einer Hexose, die in den Stamm der Hefe nach In- 
Kontakt-Bringen gemSB d) aufgenommen wird- 

IITpTT WrbindUn9 ' Wel ° he Men9e 6iner HeXose ' «'* -** e-s 

d n s2 " f POrtfert Vem,ehrt <*** Vergleieh der in 

TJaT ri 9en0mmSnen Me " 9e dSr HeX0Se TOr und ~* 'n-Kontakt-Bdngen 
gemalj d), die gemaS b) und e) bestimmt wird. 

air Bereitstellung einer Hefe dieser Erflndung wM in einem ersten Schritt ein 
Stamm einer Hefe Sacctoomyces cerevfe/ae isoliert . weleher sich auf Substraten 
mrt Hexesen als einziger Kehienstoffquelie nicbt mehr vermebren kann, wobei 
dessen Fahigkett sich auf einem Substra. mit einer Hexose als einziger 
Kehienstoffquelie zu vermebren wiederhergesteltt wird, wenn er ein GLUT4-Gen zur 
Expreseion bring,. Diaaer Hefestamm wird mtttels eines Hefevektors transformier, 
der e,n GLUT4-Gen enter tonktioneller Kontnelle eines Hefeprometers enthalt Die 
Hers e ung eines solehen Stammes der Hefe is, in den Beispielen besohrieben. Die 
Berertstellung erfordert wetterbin die Vermehrung dieser Hefe. Die Vermehmng 
erfelg, mtttels S,andardme,heden der Mikrobielegie in geeigneten Medien 
Geeigne.e Medien zur Vermehrung einer Hefe sind beiapielsweise Vollmedian 
msbesendere YPD-Medium (Yeas, ax^aetfPeptone/Dextrose-Medium) oder 
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— seJe&iv^edien^ - 
vermehrt, nach der Vermehrung durch Zentrifugation vom Medium abgetrennt und 
fur die Zwecke des Verfahrens in einem wadrigen Losungsmittel enthaltend unter 
anderem Puffersubstanzen, Salze oder andere Zusatze in eine wafcrige Suspension 
5 gebracht. Angaben zu Vermehrung von Hefen findet der Fachmann im bereits 
erwahnten „Methods in Yeast Genetics, 1997: A Cold Spring Harbor Laboratory 
Course Manual; Adams Alison (Edt); Cold Spring Harbor Laboratory; ISBN: 0- 
87969-508-0". 

Die Bestimmung der Menge einer Hexose, die von einem wie eben vorstehend 
beschrieben bereitgestellten Hefestamm aufgenommem wird, kann mjttels 
Aufnahmestudien mit radioaktiv markierter Glukose erfolgen. Dazu wird eine 
bestimmte Menge der Hefezellen beispielsweise eine Menge von 60 mg Naligewicht 
pro ml in beispielsweise 100 \x\ eines Puffers suspendiert und mit einer definierten 

Menge von 14 C- oder 3 H- markierter Glukose als einziger Kohlenstoffquelle 
versetzt Man inkubiert die Zellen und entnimmt zu bestimmten Zeiten definierte 
Mengen der Zellen. Die Bestimmung der aufgenommenen Menge an Glukose erfolgt 
mit Hilfe von LSC (Liquid Scintillation Counting = Flussig-Szintillationszahlung). 
Die Bestimmung der Menge einer Hexose, die von einem wie eben vorstehend 
beschrieben bereitgestellten Hefestamm aufgenommem wird, kann aber auch 
mittels Wachstumstests auf Medien mit Glukose als einziger Kohlenstoffquelle 
erfolgen. Dazu bestimmt man die Wachstumsrate des Stammes nach Zugabe der 
Verbindung beispielsweise durch regelmadige Messungen deroptischen Dichte der 
Kultur bei 600 nm und vergleicht diesen Wert mit der Wachstumsrate eines 
Kontrollstammes (z.B. Wildtyphefestamm). 

Die Bereitstellung einer Verbindung erfolgt insbesondere durch chemische Synthese 
oder Isolierung chemischer Stoffe aus biologischen Organismen. Die chemische 
Synthese kann auch automatisiert erfolgen. Die durch Synthese oder Isolierung 
30 gewonnenen Verbindungen konnen in einem geeigneten Losungsmittel in Losung 
gebracht werden. Geeignete Losungsmittel sind insbesondere wafirige Losungen, 
welche einen bestimmten Anteil eines organischen Losungsmittels wie zum Beispiel 
DMSO (Dimethylsulfoxid) enthalten. 
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Das In-Kontakt-Bringen eines Stammes der Hefe mit einer Verbindung 
zur Identifizerung einer Verbindung, welche die Menge einer Hexose, die mittels 
eines Glut4-Proteins transportiert wird , vermehrt oder vermindert, erfolgt 
insbesondere in dafiir vorgesehenen Vorrichtungen eines Laborrobotors. Sofche 
Vorrichtungen kdnnen aus speziell praparierten Kammern mit Vertiefungen, aus 
Mikrotiterplatten, Eppendorfgefalien oder Laborglasern bestehen. Laborrobotor sind 
in aller Regel auf hohe Durchsatzraten konzipiert. Ein Verfahren wie das vorstehend 
genannte ausgefuhrt mit Hilfe eines Laborobotors wird deshalb auch HTS (High 
Throughput Screening) genannt. 

Nach In-Kontakt-Bringen der Hefe mit der Verbindung wird die Menge einer Hexose 
insbesondere von Glukose, die unter diesen Bedingungen von der Hefezelle ins 
Zellinnere befordert wird, bestimmt. Dazu kann man sich desselben Vorgehens 
bedienen, das beceits zur Bestimmung der Glukoseaufnahme fur einen Stamm, der 
nicht mit einer Verbindung in Kontakt gebracht wurde, beschrieben wurde. 

Die Identifizierung einer Verbindung, welche die Menge einer Hexose, die mittels 
eines Glut4-Proteins transportiert wird, vermehrt oder vermindert, erfolgt durch 
Vergleich der in den Stamm aufgenommenen Menge der Hexose vor und nach In- 
Kontakt-Bringen mit der Verbindung. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Arzneimittel enthaltend eine Verbindung, welche 
durch das soeben beschriebene Verfahren unter Verwendung des Glut4 Gens 
identifiziert und gegebenenfalls weiterentwickelt wurde, sowie Hilfsstoffe zur 
Formulierung des Arzneimittels fur die Behandlung von Diabetes oder 
Obergewichtigkeit. Die Weiterentwicklung einer Verbindung, welche identifiziert 
wurde, bedeutet, dad zum einen die Spezifitat hinsichtlich des Zielproteins, hier 
Glut4, verbessert wird, dad weiterhin die Verfugbarkeit im tierischen oder 
menschlichen Organismus erhoht wird sowie daE eventuell bestehende 
unerwunschte Nebenwirkungen vermindert werden. Dafur stehen dem Fachmann 
eine Reihe von Methoden zur Verfugung, von denen beispielhaft aber nicht 
abschlieliend die Verwendung pharmakologischer Tiermodelle wie der Zucker-Ratte 
oder ob/ob Maus, der Einsatz biochemischer in vitro Messungen, die Verwendung 
von virtuellen Strukturmodellen von Verbindungen und dem Glut4 Protein genannt 



seien. Hilfsstoffe zur Formulierung eines Arzneimittels ermoglichen die Zubereitung 
der wirksamen Substanz mit dem Ziel, eine auf die jeweilige Anwendung optimal 
abgestimmte Ausbringung, Verteilung und Entfaltung des Wirkstoffes zu 
ermoglichen. Solche Hilfstoffe sind beispielsweise Full-, Binde-, Spreng-, oder 
5 Gleitmittel wie Lactose, Saccharose, Mannit, Sorbit, Cellulose, Starke, 
Dicalciumphosphat, Polyglykole, Alginate, Polyvinyl pyrrol idon, 
Carboxymethylcellulose, Talkum oder Siliciumdioxid. 

Diabetes oder Zuckerkrankheit auliert sich durch Ausscheidung von Glukose mit 
dem Ham bei krankhafter ErhShung des Blutglukosespiegels (Hyperglycamie) 

10 aufgrund einer chronischen Stoffwechselstorung, die auf Mangel an Insulin oder 
herabgesetzter Insulinwirkung beruht. Die fehlende oder reduzierte Insulinwirkung 
fuhrt zu mangelhafter Resorption und Verwertung der ins Blut aufgeno.mmenen 
Glukose durch die Korperzellen. Im Fettgewebe kommt es unter der Einwirkung 
Insulin-antagonistischer Hormone zur gesteigerten Lipolyse mit Erhohung derfreien 

15 Fettsauren im Blut. 

Bei der Fettleibigkeit (Adipositas, Obesitas) handelt es sich urn abnorme 
Gewichtszunahme aufgrund einer gestSrten Energiebilanz durch ubermaliige 
Kalorienaufnahme , die ein Gesundheitsrisiko beeinhaltet. 

20 Die Erfindung betrifft weiterhin die Verwendung einer VerbindUng, welche durch ein 
Verfahren unter Verwendung des Glut4 Proteins identifiziert und gegebenenfalls 
weiterentwickelt wurde, zur Herstellung eines Arzneimittels fur die Behandlung von 
Diabetes oder Ubergewichtigkeit. Arzneimittel sind Darreichungsformen 
pharmakologisch aktiver Substanzen zur Therapie von Krankheiten oder korperliche 

25 Fehlfunktionen bei Mensch und Tier. Fur die orale Therapie kennt man 

beispielsweise Pulver, Granulate, Tabletten, Pillen, Pastillen, Dragees, Kapseln, 
flussige Extrakte, Tinkturen, Sirup. Fur eine aufterliche Anwendung verwendet man 
beispielsweise Aerosole, Sprays, Gele, Salben oder Puder. Eine parenteral 
Anwendung ist moglich mit Injektions- oder Infusionslosungen mit Ampullen, 

30 Flaschen oder Spritzampullen. Dem Fachmann der pharmazeutischen Technologie 
(Galenik) sind diese und andere Arzneimittel bekannt. 
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... JVgjterhinbgtriffi die Erfindung, ein Verfahren zur. Identifjzerung einer Verbindung, 
welche die Menge einer Hexose, die mittels eines Glutl -Proteins transportiert wird , 
vermehrt Oder vermindert, enthaltend folgende Verfahrensschritte: 

a) Bereitstellung eines Stamm der Hefe Saccharomyces cerevisiae, welcher sich 
auf Substraten mit Hexosen als einziger Kohlenstoffquelle nicht mehr vermehren 
kann, und dessen Fahigkeit sich auf einem Substrat mit einer Hexose als einziger 
Kohlenstoffquelle zu vermehren wiederhergestellt wird, wenn er ein GLUT1-Gen zur 
Expression bringt, wobei dieser Stamm ein GLUT1 Gen enthalt, welches unter 
funktioneller Kontrolle eines in Hefe exprimierbaren Promotors steht. 

b) Bestimmung der Menge einer Hexose, die in diesen Stamm bereitgestellt gemali 
a) aufgenommen wird; 

c) Bereitstellung einer Verbindung; 

d) In-Kontakt-Bringen eines Stammes der Hefe bereitgestellt gemaG a) mit einer 
Verbindung bereitgestellt gemaft c) 

e) Bestimmung der Menge einer Hexose, die in den Stamm der Hefe nach In- 
Kontakt-Bringen gemafc d) aufgenommen wird; 

f) Identifizierung einer Verbindung, welche die Menge einer Hexose, die mittels eines 
Glutl-Proteins transportiert wird, vermehrt oder vermindert, durch Vergleich der in 
den Stamm aufgenommenen Menge der Hexose vor und nach In-Kontakt-Bringen 
gemali d), die gemSft b) und e) bestimmt wird. 

Zur Bereitstellung einer Hefe dieser Erfindung wird in einem ersten Schritt ein 
Stamm einer Hefe Saccharomyces cerevisiae isoliert , welcher durch Deletion der 
genpmischen Sequenzen keine Hexosetransporter mehr ausbildet und in Folge 
dessen sich auf Substraten mit Hexosen als einziger Kohlenstoffquelle nicht mehr 
vermehren kann, wobei dessen Fahigkeit sich auf einem Substrat mit einer Hexose 
als einziger Kohlenstoffquelle zu vermehren wiederhergestellt wird, wenn er ein 
GLUT1-Gen zur Expression bringt. Solche stamme sind bei der deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH unter der Nummer DSM 
14031 , DSM 14032 oder DSM 14034 hinteriegt. 

Bei der Hefe Saccharomyces cerevisiae sind 17 Hexosetransporter und zusatzlich 
drei Maltosetransporter bekannt, die in der Lage sind, Hexosen in die Hefe zu 
transportieren. Bekannt ist ein Stamm, dem durch Deletion samliche Transporter, 
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die. zur Hexoseaufoahme geeignet sind, entfernt wurden. Herstellung und 
Charakterisierung dieses Hefestammes ist in Wieczorke et a!., FEBS Lett. 464, 123 
- 128 (1999) beschrieben. Dieser Stamm ist nicht in der Lage, sich auf einem 
Substrat mit einer Hexose als einziger Kohlenstoffquelle zu vermehren. 

5 Transformiert man in solch einen Hefestamm einen Plasmidvektor, welcher ein 
Glut1-Gen unter Kontrolle eines Hefepromotors tragt, wird dennoch keine Glukose 
transportiert. Die funktionelle Expression von Glutl erfordert weitere Anpassungen 
dieses Hefestammes, urn den Glukosetransport mittels Glutl zu ermogiichen. 
Solche Hefestamme, die Glukose mittels eines einzigen Glukosetransporters Glutl 

10 in die Zellen aufnehmen, lassen sich auf Substraten mit Glukose als einziger 

Kohlenstoffquelle isolieren. Dazu wird ein Hefestamm, der keine intakten Hexose 
trahsportierenden Proteine mehr exprimiert mit einem Hefevektor, der ein GLUT1- 
Gen unter funktioneller Kontrolle eines Hefepromotors tragt, transformiert. Diese so 
transformierten Hefezellen werden auf einem Nahrmedium ausgebracht, welches 

15 Glukose als einziger Kohlenstoffquelle enthalt und werden darauf inkubiert. Nach 
einigen Tagen der lnkubation bei beispielsweise 30°C beobachtet man Wachstum 
von vereinzelten Kolonien. Eine dieser Kolonien wird isoliert. Entfernt man aus 
dieser Kolonie das Hefeplasmid, unterbleibt die Vermehrung auf dem Nahrmedium 
mit Glukose als einziger Kohlenstoffquelle. Wird diesem Stamm, der nun kein 

20 Vektorplasmid mehr enthalt, wiederum ein Hefevektor, der ein GLUT1-Gen unter 
funktioneller Kontrolle eines Hefepromotors tragt, durch Transformation zugefiihrt, 
dann ist dieser Stamm wiederum in der Lage, sich auf einem Medium mit Glukose 
als einziger Kohlenstoffquelle zu vermehren. 

25 Zur Transformation eines Hefestammes wird insbesondere ein GLUT1-Gen aus 
Mensch, Maus oder Ratte verwendet. Polynukleotidsequenzen und 
Aminosauresequenzen fur Glutl sind offenbart unter den folgenden Code-Nummern 
der angegebenen Datenbanken: EMBL:M20653 (cDNA; Mensch), EMBLM13979 
(cDNA; Ratte), EMBL:M23384 (cDNA; Maus), Swissprot:P11166 (Protein; Mensch), 

30 Swissprot:P1 1 167 (Protein; Ratte), Swissprot:P17809 (Protein; Maus). 

Die Herstellung eines solchen Stammes der Hefe ist in den Beispielen beschrieben.. 
Die Bereitstellung erfordert weiterhin die Vermehrung dieser Hefe. Die Vermehrung 
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erfolgt mittels Standardmethoden der Mikrobiologie in geeigneten Medien 
Geeignete Medien zur Vermehrung einer Hefe sind beispielsweise Vollmedien 
.nsbesondere YPD-Medium (Yeast extract/Peptone/Dextrose-Medium) oder 
selektive Medien. Die Hefe-Ze.len werden in diesen Nahrmedien vermehrt, nach der 
Vermehrung durch Zentrifugation vom Medium abgetrennt und fQr die Zwecke des 
Verfahrens in einem walkigen Losungsmittel enthaltend unter anderem 
Puffersubstanzen, Salze oder andere Zusatze in eine wafcrige Suspension gebracht 
Angaben zu Vermehrung von Hefen findet der Fachmann im bereits erwahnten 
Methods in Yeast Genetics, 1997: A Cold Spring Harbor Laborato^ Course Manual- 
Adams Alison (Edt); Cold Spring Harbor Laboratory; ISBN: 0-87969-508-0". 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform dieses Verfahren wird ein Stamm der Hefe 
Saccharomyces cerevisiae bereitgestellt, der ein GLUT1 Gen unter fun ktioneller 
Kontrolle eines in Hefe exprimierbaren Promotors enthalt. Solche fQr dieses 
Verfahren geeignete Stamme wurden bei der Sammlung fQr Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH unter der Nummer DSM 14033, DSM 14026 oder DSM 14033 
hinterlegt. 

Ein GLUT1 Gen als Bestandteil eines Plasmids ist SEQ ID Nr. 1 1 oder SEQ ID Nr 
12 offenbart. SEQ ID Nr. 1 1 enthalt die Sequenz des Hefevektors Yep4H7-HsGlut1 
In d,esem Plasmid ist die Polynukleotidsequenz eines menschlichen GLUT1 Gens 
enthalten, welches unter funktioneller Kontrolle eines HXT7-Promotors steht SEQ ID 
Nr. 12 enthalt die Polynukleotidsequenz des Hefevektors H2rg1g2. Dieses Plasmid 
enthalt die Polynukleotidsequenz eines GLUTLGens der Ratte unter funktioneller 
Kontrolle des HXT2-Promotors. 

Die Bestimmung der Menge einer Hexose, die von einem wie eben vorstehend 
beschrieben bereitgestellten Hefestamm aufgenommem wird, kann mittels 
Aufnahmestudien mit radioaktiv markierter Glukose erfolgen. Dazu wird eine 
bestimmte Menge der Hefezellen beispielsweise eine Menge von 60 mg Naftgewicht 
m beispielsweise 100 m eines Puffers suspendiert und mit einer definierten Menge 
von 14c- oder 3 H - markierter Glukose als einziger Kohlenstoffquelle versetzt Man 
mkub.ert die Zellen und entnimmt zu bestimmten Zeiten definierte Mengen der . 
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von LSC(Liquid Scintillation Counting; = Flussig Szintillationszahlung). 
Die Bereitstellung einer Verbindung erfolgt insbesondere durch chemische Synthese 
oder Isolienjng chemischer Stoffe aus biologischen Organismen. Die chemische 
5 Synthese kann auch automatisiert erfolgen. Die durch Synthese oder Isolierung 
gewonnenen Verbindungen konnen in einem geeigneten Lbsungsmittel in Losung 
gebracht werden. Geeignete Losungsmittel sind insbesondere w§(irige Losungen, 
welche einen bestimmten Anteil eines organischen Losungsmittels wie zum Beispiel 
DMSO (Dimethylsulfoxid) enthalten. 

10 

Das In-Kontakt-Bringen eines Stammes der Hefe mit einer Verbindung 
zur Identifizerung einer Verbindung, welche die Menge einer Hexose, die mittels 
eines Glutl -Proteins transportiert wird , vermehrt oder vermindert, erfolgt 
insbesondere in dafur vorgesehenen Vorrichtungen eines Laborrobotors. Solche 
15 Vorrichtungen konnen aus speziell praparierten Kammern mit Vertiefungen, aus 
Mikrotiterplatten, Eppendorfgefafien oder LaborglSsem bestehen. Laborrobotor sind 
in aller Regel auf hohe Durchsatzraten konzipiert. Ein Verfahren wie das vorstehend 
genannte ausgefuhrt mit Hilfe eines Laborobotors wird deshalb auch HTS (High 
Throughput Screening) genannt. 

20 

Nach In-Kontakt-Bringen der Hefe mit der Verbindung wird die Menge einer Hexose 
insbesondere von Glukose, die unter diesen Bedingungen von der Hefezelle ins 
Zellinnere befordert wird, bestimmt. Dazu kann man sich desselben Vorgehens 
bedienen, das bereits zur Bestimmung der Glukoseaufnahme fur einen Stamm, der 
25 nicht mit einer Verbindung in Kontakt gebracht wurde, beschrieben wurde. 

Die Identifizierung einer Verbindung, welche die Menge einer Hexose, die mittels 
eines Glutl -Proteins transportiert wird, vermehrt oder vermindert, erfolgt durch 
Vergleich der in den Stamm aufgenommenen Menge der Hexose vor und nach In- 
30 Kontakt-Bringen mit der Verbindung. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Arzneimittel enthaltend eine Verbindung, welche 
durch das soeben beschriebene Verfahren unter Verwendung des Glutl Gens 
identifiziert und gegebenenfalls weiterentwickelt wurde, sowie Hilfsstoffe zur 
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Formulierung des A1zn.eimitte.l5 fur die.3ehan.dl.ung von Diabetes Oder 
Obergewichtigkeit. Die Werterentwicklung einer Verbindung, welche identifiziert 
wurde, bedeutet, daB zum einen die Spezifitat hinsichtlich des Zielproteins, hier 
GluM, verbessert wird, dalX weiterhin die Verfugbarkeit im tierischen oder ' 
menschlichen Organismus erhdht wird sowie daS eventuell bestehende 
unerwunschte Nebenwirkungen vermindert werden. Dafur stehen dem Fachmann 
eine Re/he von Methoden zur Verfugung, von denen beispielhaft aber nicht 
abschlieliend die Veiwendung pharmakologischer Tiermodelle wie der Zucker-Ratte 
oder ob/ob Maus, der Einsatz biochemischer in vitro Messungen, die Verwendung 
von virtuellen Strukturmodeilen von Verbindungen und dem GluM Protein genannt 
seien. Hiifsstoffe zur Formulierung eines Arzneimittels ermoglichen die Zubereitung 
der wirksamen Substanz mit dem Ziel, eine auf die jeweilige Anwendung optimal 
abgestimmte Ausbringung, Verteilung und Entfaltung des Wirkstoffes zu 
ermoglichen. Solche Hilfstoffe sind beispielsweise FQII-, Binde-, Sprang-, oder 
Gleitmittel wie Lactose, Saccharose, Mannit, Sorbit, Cellulose, Starke, 
Dicalciumphosphat, Polyglykole, Alginate, Polyvinylpyrrolidon, 
Carboxymethylcellulose, Talkum oder Siliciumdioxid. 

Diabetes oder Zuckerkrankheit auftert sich durch Ausscheidung von Glukose mit 
dem Harn bei krankhafter Erhohung des Blutglukosespiegels (Hyperglycamie) 
aufgrund einer chronischen Stoffwechselstorung, die auf Mangel an Insulin oder 
herabgesetzter Insulinwirkung beruht. Die fehlende oder reduzierte Insulinwirkung 
fuhrt zu mangelhafter Resorption und Verwertung der ins Blut aufgenommenen 
Glukose durch die Korperzellen. Im Fettgewebe kommt es unter der Einwirkung 
Insulin-antagonistischer Hormone zur gesteigerten Lipolyse mit Erhohung der freien 
Fettsauren im Blut. 

Bei der Fettleibigkeit (Adipositas, Obesitas) handelt es sich urn abnorme 
Gewichtszunahme aufgrund einer gestfirten Energiebilanz durch uberma&ige 
Kalorienaufnahme , die ein Gesundheitsrisiko beeinhaltet. 

Die Erfindung betrifft weiterhin die VenA/endung einer Verbindung, welche durch ein 
Verfahren unter Verwendung des Glutl Proteins identifiziert und gegebenenfalls 
weiterentwickelt wurde, zur Herstellung eines Arzneimittels fur die Behandlung von 
Diabetes oder Obergewichtigkeit. Arzneimittel sind Darreichungsformen 
Pharmakologisch aktiver Substanzen zur Therapie von Krankheiten oder korperliche 
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beispielsweise Pulver, Granulate, Tabletten, Pillen, Pastillen, Dragees, Kapseln, 
flilssige Extrakte, Tinkturen, Sirup. Fur eine aulieriiche Anwendung verwendet man 
beispielsweise Aerosole, Sprays, Gele, Salben oder Puder. Eine parenterale 
5 Anwendung ist moglich mit Injektions- oder Infusionslosungen mit Ampullen, 

Flaschen oder Spritzampullen. Dem Fachmann der pharmazeutischen Technologie 
(Galenik) sind diese und andere Arzneimittel bekannt. 

Die Erfindung betrifft weiterhin die Polynukleotidsequenz der SEQ ID Nr. 13 sowie 

10 die Polynukleotidsequenz der SEQ ID Nr. 14. Die Polynukleotidsequenzen der SEQ 
ID Nr. 13 und 14 codieren fur Mutationen des Glut1-Gens der Ratte, die im 
entsprechenden Protein zum Austausch einzelner AminosSuren fuhren. Die 
Polynukleotidsequenz der SEQ ID Nr. 13 codiert fur ein Glutl -Protein, welches an 
Position 69 der Aminosaurekette einen Austausch von Valin durch Methionin enthalt. 

15 Die Polynukleotidsequenz der SEQ ID Nr. 14 codiert fur ein Glutl -Protein, bei dem 
an Position 70 der Aminosaurekette ein Alanin durch Methionin ausgetauscht ist. 
Beide Proteinmutanten unterstQtzen die Aufnahme von Glukose bereits in einen 
Stamm, dessen Hexosetransporter durch Deletion ausgeschaltet sind, der aber noch 
nicht die Glukoseaufnahme durch das Wildtyp-Glutl -Protein unterstutzt. Solche 

20 Mutahten.konnen beispielsweise Qber Selektion auf Suppressormutatlonen oder 
uber in vitro Mutagenese erhalten werden. 
Die Erfindung betrifft weiterhin ein Glutl -Protein, welches durch die 
Polynukleotidsequenz der SEQ ID Nr. 13 oder 14 codiert wird. 
Die Erfindung betrifft auch Hefestamme, welche eine Polynukleotidsequenz der 

25 SEQ ID Nr. 13 oder eine Polynukleotidsequenz der SEQ ID Nr. 14 enthalten. Solche 
Hefestamme sind bei der Deutschen Sammlung fur Mikroorganismen und 
Zellkuturen GmbH als DSM 14026 und DSM 14027 hinterlegt Fur die Herstellung 
dieser Stamme werden Hefevektoren entsprechend der SEQ ID Nr. 13 oder 14 in 
einen Hefestamm transformiert, der sich auf Substraten mit Hexosen als einziger 

30 Kohlenstoffquelle nicht mehr vermehren kann und dessen Fahigkeit sich auf einem 
Substrat mit Hexose als einziger Kohlenstoffquelle eventuell wiederhergestellt wird, 
wenn in diesem Stamm ein Glutl Gen zur Expression gebracht wird. Die Zellen 
werden dann nach der Transformation auf einem Medium ausgebracht, welches 
Glukose als einzige Kohlenstoffquelle enthalt. Die sich auf diesem Medium 
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vermehrenden Kolonien werden ioliert. Der so transformierte Hefestamm eignet sich 
beispieisweise zur Durchfuhrung eines Verfahrens zur Identifizierung einer 
Verbindung, welche die Menge einer Hexose, die mittels eines Glutl -Proteins 
transportiert wird , vermehrt Oder vermindert. 

AbkOrzungen 



HXT Hexose Transporter 
ORF Open Reading Frame 
PCR Polymerase Chain Reaction 



Beispiele 

Vermehrung der HefestSmme 



Alle in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Hefestamme stammten vom Stamm 
CEN.PK2-1C (MATa leu2-3, 112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8* SUC2) ab Die 
Herstellung eines Hefestammes mft Deletionen in den Hexose-Transportergenen 
(HXT) wurde von Wieczorke et a!., FEBS Lett. 464, 123 - 128 (1999) beschrieben- 
EBY.18ga (MATa Ahxt1-17 AgaI2 Aagtl AstH leu2-3, 112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 
MAL2-8 0 SUC2), EBY.VW4000 (MATa Ahxt1-17 Aga!2 Aagtl Amph2 Amph3 AstH 
leu2-3, 112 ura3-52 trp1-289 his3-A1 MAL2-8* SUC2). Die Medien bewhten auf 1% 
Hefeextrakt und 2% Pepton (YP), wahrend die Minimalmedien aus 0,67% Difco- 
Hefe-Stickstoffbasis ohne Aminosauren (YNB) bestanden und Zusatze far 
Auxotrophiebedurfnisse sowie unterschiedliche Kohlenstoffquellen enthielten. Die 
Hefezellen wurden unter aerobischen Bedingungen bei 30°C auf einem 
Rundschuttler oder auf Agarplatten gezuchtet. Das Zellwachstum wurde durch 
Messung der optischen Dichte bei 600 nm (ODeoo) verfolgt. 
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— Bestimroung der Glukoseaufnahme 



Der Glukosetransport wurde als Aufnahme von D-[U- 14 C]-Glukose (Amersham) 
gemessen und die Kinetikparameter wurden aus Eadie-Hofstee-Graphiken 

5 bestimmt. Die Zellen wurden abzentrifugiert, mit Phosphatpuffer gewaschen und 
wieder in Phosphatpuffer in einer Konzentration von 60 mg (Nafigewicht) pro ml 
suspendiert. Die Glukoseaufnahme wurde bei Glukosekonzentrationen zwischen 0,2 
und 100 mM bestimmt, und die spezifische Aktivitat des Substrats bewegte sich 
zwischen 0,1 und 55,5 kBq nmol" 1 . Die Zellen und die Glukoselosungen wurden. 5 

10 Minuten bei 30°C vorinkubiert. Die Glukoseaufnahme wurde durch Versetzen der 
Zellen mit radioaktiver Glukose gestartet. Nachdem 5 Sekunden lang inkubiert 
worden war, versetzte man mit 10 ml eiskaltem Stoppuffer (0,1 M KiP0 4 , pH 6,5, 
500 mM Glukose) und die Zellen wurden rasch auf Glasfaserfiltern (0=24 mm, 
Whatman) abfiltriert. Die Filter wurden dreimal rasch mit eiskaltem Puffer gewaschen 

1 5 und die eingebaute Radioaktivitat wurde mit einem Flussigkeits-Szintillationszahler 
gemessen. Die Hemmung durch Cytochalasin B (Endkonzentration 20 \iM, gelost in 
Ethanol) wurde in einem 15-Sekunden-Aufnahmetest mit 50 mM bzw. 100 mM 
radioaktiver Glukose gemessen, nachdem die Zellen 15 Minuten lang in Gegenwart 
des Hemmstoffs oder nur des L6sungsm'rttels inkubiert worden waren. 

20 

Konstruktion von H2rg4g2 (SEQ ID Nr. 10) und H2rg1g2 (SEQ ID Nr. 12) 

H2rg4g2 und H2rg1g2 sind DNA-Konstrukte, welche einen HXT2-Promotor 
(Promotor des Glukosetransportproteins 2 der Hefe) enthalten, der funktionell mit 

25 einem GLUT4- (in SEQ ID Nr. 10) oder GLUT1-Gen (in SEQ ID Nr. 12) aus der 
Ratte verbunden ist. Es wurde ein 0,5 kB langes Sa/l/EcoRI-G-4L2- 
Promoterfragment der Plasmide GLUT1-pTV3 bzw. GLUT4-pTV3 (Kasahara und 
Kasahara, Biochem J. 315, 177 - 182 (1996); Kasahara und Kasahara, Biochim. 
Biophys. Acta 857, 146-154 (1997)) jeweils mit einem 0,5 kB langen DNA- 

30 Fragment, das den Hefe-HXT2-P remoter von -452 bp bis +9 bp (Genbank: P23585) 
enthielt, ersetzt. 
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Konstruktion von YEp4H7-HsGLUT1 (SEQ ID Nr. 11) und YEp4H7-HsGLUT4 (SEQ 
ID Nr. 9) 

YEp4H7-HsGLUT1 und YEp4H7-HsGLUT4 sind Plasmide, in welchen ein 
Promotorfragment der Positionen -392 bis -1 des HXT7-Promotors (Promotor des 
HXT7-Gens) funktionell mit einem GLUT1- (In SEQ ID Nr. 11) oder GLUT4-Gen (in 
SEQ ID Nr. 9) des Menschen verbunden ist. Das Fragment des Promotors wurde 
verwendet, da der komplette HXT7-Promotor durch Glukose reprimiert wird. 
Ein 0,4 kB langes Sacl/Spel-ME726^Promoterfragment aus p426MET25 (Mumberg 
et al. r Nucleic Acids Res. 22, 5767 - 5768 (1 994)) wurde durch ein 0,4 kB langes 
DNA-Fragment enthaltend ein HX77-Promoterfragment von den Positionen -392 
bis -1 , das mittels PCR mit den Primern P426H7-1 (SEQ ID Nr. 1) und. P426H7-2 
(SEQ ID Nr. 2) aus einem HXT7-Gen (Genbank:P39004) als Matrize amplifiziert 
worden war, ersetzt, wodurch man das Plasmid YEp4H7 (SEQ ID Nr. 15) erhielt. Die 
Human-GLUT1- und GLUT4-ORF (Open Reading Frame) wurden Qber 10 Zyklen 
mittels PCR mit den Primer-Paaren HSG 1 -F7/T2-HSG 1 (SEQ ID Nr.3,4) fur Glutl 
und HSG4-F7/T2-HSG4 (SEQ ID Nr. 5,6) fur Glut4 sowie einer humanen GLUT1 
(EMBL:M20653) und humaner GLUT4-cDNA (Genbank:M20747) als Matrizen 
amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden nochmals Qber 1 0 Zyklen mit den Primern 
T71-ORF (SEQ ID Nr. 7) sowie T2-HSG1 (SEQ ID Nr. 4) bzw. T2-HSG4 (SEQ ID Nr. 
6) amplifiziert. Stromaufwarts und stromabwarts der GLUT-ORF-Sequenzen 
enthalten die PCR-Endprodukte Sequenzen, die zur HX77-Promoter- bzw. zur 
CYCMerminationsregion (iso-Cytochrome d) des Plasmids YEp4H7 homolog sind. 
Sie wurden gemeinsam mit dem mit EcoRI linearisierten YEp4H7 in den Hefestamm 
EBY.F4-1 transformiert, wobei man nach homologer Rekombination in Hefe auf 
einem 2%igen Maltosemedium auf Uracilprototrophie selektierte. 

Expression von Ratten-GLUT1 und -GLUT4 in einem hexosetransportdefizienten 
Hefestamm 

Die Hefe-Multikopie-Expressionsplasmide GLUT1-pTV3e und GLUT4-pTV3e tragen 
die Ratten-Glukosetransportergene GLUT1 bzw. GLUT4 unter der Kontrolle des 
galaktoseinduzierbaren und glukosereprimierbaren Hefe-G/li_2-Promoters. In beiden 
Konstrukten wurde der G/\L2-Promoter durch den glukoseinduzierbaren Heie-HXT2- 
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transformiert, der zur Aufnahme von keinerlei Hexosen fahig ist und daher auf 
Medieh, die Glukose oder andere Hexosen als einzige Kohlenstoffquelle enthalten, 
nicht wachsen kann. Die Zellen wurden auf ein tryptophanfreies synthetisches 

5 Medium mit Maltose als Kohlenstoffquelle ausplattiert. Die Transformanten wurden 
mit der Stempel-Methode auf das gleiche Basalmedium ohne Maltose, jedoch mit 
unterschiedlichen Glukosekonzentrationen (5 mM, 10 mM, 50 mM, 100 mM) 
ausplattiert. Die Transformanten wuchsen auf den unterschiedlichen Glukosemedien 
nicht, nicht einmal bei bis zu einwdchiger Inkubation bei 30°C. Dies belegt, dali der 

10 Glut1-und Glut4-Glukosetransporter in einem normalen Stamm von S. cerevisiae die 
Aufnahme von Glukose nicht unterstutzen. 

Aufnahme von Glukose Ober den Glutl -Transporter in Hefezellen 

15 Es zeigte sich, dad nach langerer Inkubation von Glutl -Transformanten des Stamms 
EBY.1 8ga auf einem Glukosemedium sich Kolonien (im folgenden 
Supressormutanten oder Supressorkolonien) vermehren konnten, die offenbar fahig 
wurden, Glukose aufzunehmen und zu verwerten. Deshalb plattierte man die 
GLUT1- und GLUT4-Transformanten auf Agarplatten aus, die ein YNB-Medium mit. 

20 10 mM Glukose als einziger Kohlenstoffquelle enthielten. Nach Bestrahlung mit UV- 
Licht in einer subletalen Dosis wurden die Zellen 7-14 Tage bei 30°C inkubiert. 
Wahrend bei den GLUT4-Transformanten keine Suppressorkolonien erschienen, 
wuchsen auf den Agarplatten mit den GLUT1 -Transformanten mehrere 
Suppressorkolonien, die zum Wachstum auf Glukose fahig waren. Mehrere der 

25 GLUT1-Suppressormutanten wurden mehr als 1 5 Generationen lang in 

nichtselektivem YP-Maltose-Medium geziichtet. Alle Zellen, die ihre Plasmide 
verloren hatten, waren nicht langer fahig, auf Medien, die Glukose als 
Kohlenstoffquelle enthielten, zu wachsen.Damit konnte gezeigt werden, daft 
Wachstum auf Glukose als einziger Kohlenstoffquelle von GLUT1 abhangig war. 

30 Nach der Neutransformierung des ursprunglichen Wildtyp-H2rg1g2-Plasmids in 

diese Zellen erlangte einer von mehreren Hefestammen wiederum die Fahigkeit, auf 
Glukose zu wachsen. Das belegt, dali dieser Stamm eine Mutation in seinem 
Genom enthalt, die die Hemmwirkung auf funktionelle GLUT1 -Expression eliminiert. 
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Das mutierte Allel wurde mit fgyi-1 bezeichnet (was fur "functional expression of 
GLUT1 in yeast" stent), und der Stamm wurde mit der Bezeichung EBY.S7 
versehen. 

Aus anderen Suppressormutanten wurden H2rg1g2-Plasmide isoliert, in E. coli 
amplifiziert und in den ursprunglichen glukosetransportdefizienten Hefestamm 
EBY.18ga (Ahxf) zurucktransformiert. Mehrere dieser Plasmide konnten ein 
Wachstum auf einem synthetischen Medium mit 10 mM Glukose als einziger 
Kohlenstoffquelle ermdglichen. Diese GLUT1-Sequenzen enthielten demnach 
Mutationen, die das entsprechende GLUT1 -Protein in der Hefe zu einem 
funktionellen Glukosetransporter umwandelten. Solche Mutanten enthielten 
beispielsweise einen Austausch von Valin nach Methionin an der Position der 
Aminosaure 69 (SEQ ID Nr.13) oder einen Austausch von Alanin nach Methionin an 
der Position der Aminosaure 70 (SEQ ID Nr. 14). Die Mutante gemali SEQ ID Nr. 13 
wurde im Mutantenscreening wie vorstehend beschrieben gefunden. Die Mutante 
gemafc SEQ ID Nr. 14 erhielt man durch in vitro Mutagenese wie im folgenden 
dargestellt. Das Prinzip der angewandten in vitro Mutagen ese-Methode ist in Boles 
und Miosga (1995) beschrieben (Boles und Miosga, Curr Genet. 28, 197-198 

(1995) ). In einer ersten PCR-Reaktion wurde das Plasmid YEpH2-rGLUT1 (20 ng) 
als DNA-Voriage zusammen mit den Primern seqhxt2 (SEQ ID Nr. 16) und glutmet2 
(SEQ ID Nr. 17) Oeweils 100 pmol) eingesetzt (PCR-Bedingungen: 95°C 45 sec, 
50°C 30 sec, 72°C 2 min, 25 Zyklen, Taq-Polymerase). Der Primer glutmet2 enthalt 
eine gegenOber dem normalen GLUT1-Gen geanderte Basensequenz, die zu einem 
Austausch von Alanin nach Methionin an der Position der Aminosaure 70 von 
GLUT1 der Ratte fuhrt. Das resultierende PCR-Fragment wurde mittels 
Agarosegelelektrophorese und anschlieftender Gelextraktion gereinigt. In einer 
zweiten PCR-Reaktion wurde das gereinigte PCR-Fragment (20 ng) zusammen mit 
dem Plasmid GLUT1-pTV3 (Kasahara und Kasahara, Biochem J. 315, 177 - 182 

(1 996) ) als DNA-Vorlage (50 ng) und zusammen mit den Primern seqhxt2 und 
seq2gal2 (SEQ ID Nr. 18) Geweils 100 pmol) eingesetzt (PCR-Bedingungen: 95°C 
45 sec, 54 8 C 30 sec, 72°C 2 min, 20 Zyklen, Taq-Polymerase). Da der Primer 
seqhxt2 nur an das Fragment der ersten PCR-Reaktion bindet, wurden in dieser 
zweiten PCR-Reaktion nur solche DNA-Sequenzen amplifiziert, die zu einem 
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Austausch von Alanin n ach Methionin an der Position der Aminosaure 70 fiihren. 
Das resultierende PCR-Fragment mit dem mutierten GLUT1-Gen wurde mittels 
Agarosegelelektrophorese und anschlieliender Gelextraktion gereinigt und gegen 
das Wildtyp GLUT1-Gen im Plasmid YEpH2-rGLUT1 ausgetauscht. Dieses Plasmid 
5 (SEQ ID Nr. 14) wurde in den glukosetransportdefizienten Hefestamm EBY.18ga 
(Ahxt) transformiert und ermoglichte ein Wachstum auf einem synthetischen Medium 
mit Glukose als einziger Kohlenstoffquelle. 

Stamme der Hefe Saccharomyces cerevisiae, die Glukose uber den Glut4- 
10 Transporter aufnehmen 

Der Stamm EBY.S7 (Ahxt fgy1-1) enthalt offenbar eine Genommutation, namlich 
fgy1-1, die Glutl befahigt, in der Hefe funktionell zu werden und die'Aufnahme von 
Glukose durch die Plasmamembran hindurch in die Zellen zu unterstutzen. 

15 

Nach Transformation des Stamms EBY.S7 (Ahxt fgy1-1) durch H2rg4g2 konnten 
Supressor-Kolonien isoliert werden, die zur Vermehrung auf Medien mit Glukose als 
einziger Kohlenstoffquelle befahigt waren. 

20 Neun dieser GLUT4-Suppressormutanten wurden uber mehr als 1 5 Generationen 
lang in nichtselektivem YP-Maltose-Medium gezuchtet. Alle Zellen, die ihre Plasmide 
verloren hatten, waren ebenfalls nicht mehrfahig, auf 10 mM Glukosemedien zu 
wachsen, was beweist, daft das fruhere Wachstum GLUT4-abhangig war. Die 
H2rg4g2-Plasmide wurden aus den neun Suppressorstammen wieder isoliert, in E. 

25 coli amplifiziert und in den ursprunglichen glukosetransportdefizienten Hefestamm 
EBY.S7 zurucktransform'iert. Keines der Plasmide konnte auf einem synthetischen 
Medium mit 10 mM Glukose als einzige Kohlenstoffquelle ein Wachstum 
ermoglichen. Damit wurde gezeigt, dali sie keine "aktivierte" Mutantenformen von 
GLUT4 enthielten. Nach der emeuten Transformation des ursprunglichen Wildtyp- 

30 H2rg4g2 -Plasmids in die neun nunmehr plasmidfreien Suppressorstamme erlangten 
diese alle wiederum die Fahigkeit zuruck, auf Glukose wachsen zu konnen, und 
zwar im Unterschied zu Transformanten, die einen Kontrollvektor ohne Glut4- 
Transportproteingen enthielten. Die entsprechenden Mutationen dieses Stammes 
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wurden fgy4-X (x = 1 - 9) genannt Die mutierten AM. fgy4-X bewirken die 
funkt,one„e GLUT4-Expression eines in diesen Stammen exprimierten GLUT4- 
Gens Damn k onn,e die Aufgabe der Erfindung gelos. warden. Die Tabeile enthai, 
eme Ubersicht der verwendeten Hefestamme dieser Erfindung. 

Die Tabelle gib. eine Obersicht der in dieser Erfindung verwendeten Hefestamme 
e.nschi.eKlich des Genotyp, den fur die Ven.ehrung einzuhaitenden 
Waohstumsbedingungen und der jeweiligen Hinterfegungsnummer bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zelikulturen GmbH. 



2b 



PatentansprQche 

1 . Stamm der Hefe Saccharomyces cerevisiae, welcher sich auf Substraten mit 
5 Hexosen als einziger Kohlenstoffquelle nicht mehr vermehren kann, wobei dessen 
Fahigkeit sich auf einem Substrat mit einer Hexose als einziger Kohlenstoffquelle zu 
vermehren wiederhergestellt wird, wenn in diesem Stamm ein GLUT4-Gen zur 
Expression gebracht wird. 

10 2. Stamm der Hefe Saccharomyces cerevisiae nach Anspruch 1 wie hinterlegt bei 
der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH als DSM 
14035, DSM 14036 Oder DSM 14037. 

3. Herstellung eines Stammes der Hefe Saccharomyces cerevisiae nach Anspruch 1 
1 5 oder 2, erhaltlich durch 

a) Bereitstellung einer Hefe, 

b) Beseitigung der Funktion aller Hexosetransporter dieser Hefe aus a) durch 
Mutation oder Deletion der entsprechenden genomischen Sequenzen. 

20 4. Stamm der Hefe Saccharomyces cerevisiae nach einem oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 3, wobei dieser Stamm ein GLUT4-Gen enthalt. 

5. Stamm der Hefe Saccharomyces cerevisiae nach Anspruch 4, wobei ein 
rekombinantes GLUT4-Gen unter funktioneller Kontrolle eines in Hefe 

25 exprimierbaren Promotors stent 

6. Stamm der Hefe Saccharomyces cerevisiae nach Anspruch 4 oder 5, wobei das 
Glut4-Gen aus Mensch, Maus oder Ratte stammt. 

30 7. Stamm der Hefe Saccharomyces cerevisiae nach einem oder mehreren der 

Anspruche 4 bis 6 wie hinterlegt bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH als DSM 14038, DSM 14039 oder DSM 14040. 
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Oder mehreren der Ansprdche 4 bis 7, erhaitlich durch 

aJBereitstellung einer Hefe gemSK Anspruch Ibis 3; 

b) Transformation der Hefe aus a) durch ein Plasmid! welches ein GLUT-4 Gen 

«**. welches unter funkier Kontro.le eines in Hefe exprimierbaren Promoters 

0 Ausbringen eines Stammes nach Transformation gema* b) auf einem Medium 
welches Glukose als einzige Kohlenstoffquelle enthalf 

d) Isolierung eines Stammes nach Ausbringen gemafi'c), welcher sich auf einem 
iu solchen Medium vermehrt. 

9. Herstellung nach Anspruch 8, wobei zur Transformation ein GLUT4-Gen aus 
Mensch, Maus Oder Ratte verwendet wird. 

15 10. Herstellung nach Anspruch 8 Oder 9, wobei zur Transformation ein Vektor der 
e,ne Polynukleotidsequenz gemaK SEQ ID Nr. 9 oder 10 enthalt, verwendet wird. 

11 • Verfahren verwendbar zur Identifizerung einer Venbindung, welche die Mange 
e,ner Hexose, die mittels eines Glut4-Proteins transportiert wird , vermehrt Oder 
20 vermindert enthaltend folgende Verfahrensschritte: 

a) BereKstellung eines Stammes der Hefe SaccWyces cerevfe/ae gema* einem 
Oder mehreren der Anspruche 4 bis 10; 

b) Bestimmung der Menge einer Hexose, die vcn diesem Stamm, der gemaft a) 
bereitgestellt wird, aufgenommem wird; 

25 c) Bereitstellung einer Verbindung; 

d) In-Kontakt-Bringen eines Stammes der Hefe bereitgestellt gemM a) mil einer 
Verbindung bereitgestellt gemjSS c) 

e) Bestimmung der Menge einer Hexose, die in den Stamm der Hefe nach In- 
Kontakt-Bringen gemSB d) aufgenommen wird; 

f) Idenufizierong einer Verbindung, welche die Menge einer Hexose, die mfttels eines 
Glut4-Proteins transportiert wird, vermehrt oder vermindert, durch Vergleich der in 
den Stamm aufgenommenen Menge der Hexose vor und nach In-Kontakt-Bringen 
gemaG d), die gemaS b) und e) bestimmt wird. 
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12. Arzneimittel enthaltend eine Verbindung, welche durch ein Verfahren gemaft 
Anspruch 1 1 identifiziert und gegebenenfalls weiterentwickelt wurde, sowie 
Hilfsstoffe zur Formulierung des Arzneimittels fQr die Behandlung von Diabetes Oder 
Obergewichtigkeit. 

5 

13. Verwendung einer Verbindung, welche durch ein Verfahren gemali Anspruch 1 1 
identifiziert und gegebenenfalls weiterentwickelt wurde, zur Herstellung eines 
Arzneimittels fur die Behandlung von Diabetes oder Obergewichtigkeit. 

10 14. Verfahren verwendbar zur Identifizierung einer Verbindung, welche die Menge 
einer Hexose, die mittels eines Glutl -Proteins transportiert wird , vermehrt oder 
• vermindert enthaltend folgende Verfahrensschritte: 

a) Bereitstellung eines Stamm der Hefe Saccharomyces cerevisiae, welcher sich 
auf Substraten mit Hexosen als einziger Kohlenstoffquelle nicht mehr vermehren 

1 5 kann, und dessen Fahigkeit sich auf einem Substrat mit einer Hexose als einziger 
Kohlenstoffquelle zu vermehren wiederhergestellt wird, wenn er ein Glutl -Gen zur 
Expression bringt, wobei dieser Stamm ein GLUT-1 Gen enthalt, welches unter 
funktioneller Kontrolle eines in Hefe exprimierbaren Promotors steht. 

b) Bestimmung der Menge einer Hexose, die von diesem Stamm bere'rtgestellt 
20 gemafi a) aufgenommem wird; 

c) Bereitstellung einer Verbindung; 

d) In-Kontakt-Bringen eines Stammes der Hefe gemafc a) mit einer Verbindung 
gemad c) 

e) Bestimmung der Menge einer Hexose, die in den Stamm der Hefe nach In- 
25 Kontakt-Bringen gemad d) aufgenommen wird; 

f) Identifizierung einer Verbindung, welche die Menge einer Hexose, die mittels eines 
Glutl -Proteins transportiert wird, vermehrt oder vermindert, durch Vergleich der in 
den Stamm aufgenommenen Menge der Hexose vor und nach In-Kontakt-Bringen 
gemali d), die gemali b) und e) bestimmt wird. 

30 

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei gemafc a) ein Stamm der Hefe 
Saccharomyces cerevisiae mit der Stammnummer DSM 14026, DSM 14027 oder 
DSM14033 bereitgestellt wird. 
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..16.J\rzneimitteJ_eratbaltendBiae V.erbindung,..welche durch ein Verfahren gemaft 
Anspruch 14 oder 15 identlfiziert und gegebenenfalls weiterentwickelt wurde sowie 
H.lfsstoffe zur Formulierung des Arzneimittels fur die Behandlung von Diabetes oder 
Ubergewichtigkeit. 

1 7. Verwendung einer Verbindung, welche durch ein Verfahren gemaft Anspruch 14 
oder 15 .dentifiziert und gegebenenfalls weiterentwickelt wurde, zur Herstellung 
eines Arzneimittels fur die Behandlung von Diabetes oder Obergewichtigkeit. 

18. Stamm der Hefe Saccharomyces cerevisiae wie hinterlegt bei der Deutschen 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH unter dem Aktenzeichen 
DSM 14026 oder DSM 14027. 

19. Herstellung eines Stammes von Saccharomyces cerevisiae nach Anspruch 18 
erhaltlich durch 

a) Bereitstellung einer Hefe gemaft Anspruch 1 bis 3; 

b) Transformation der Hefe aus a) durch ein Plasmid enthaltend eine 
Polynukleotidsequenz der SEQ ID Nr. 13 oder 14; 

c) Ausbringen eines Stammes nach Transformation gemaft b) auf einem Medium, 
welches Glukose als einzige Kohlenstoffquelle enthalt; 

d) Isolierung eines Stammes nach Ausbringen gemaft c), welcher sich auf einem 
solchen Medium vermehrt. 

20. Polynukleotidsequenz codierend fur ein GLUTLProtein enthaltend einen 
Austausch von Valin nach Methionin an Position 69 der Aminosauresequenz. 

21 . Polynukleotidsequenz nach Anspruch 20 enthaltend eine Sequenz der SEQ ID 
Nr. 13. 

22. Glutl -Protein codiert durch eine Polynukleotidsequenz gemaft Anspruch 20 oder 

23. Polynukleotidsequenz codierend fOr ein GLUTLProtein enthaltend einen 
Austausch von Alanin nach Methionin an Position 70 der Aminosauresequenz. 



24. Polynukleotidsequenz nach Anspruch 23 enthaltend eine Sequenz der SEQ ID 
Nr. 14. 

5 25. Glutl -Protein codiert durch eine Polynukleotidsequenz gemaft Anspruch 23 oder 
24. 
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SEQUENZPROTOKOLL 
<110> Aventis Pharma Deutschland GmbH 

<120> Hefestamm von Saccharomyces cerevisiae mit 

funktioneller Espression eines Glut -Transport 

<130> 2001/0002 

<140> 10106718.6 
<141> 2001-02-14 



<160> 18 

<170> Patentln Ver. 2.1 



<210> 1 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 1 

ctagagctcg taggaacaat ttcgg 



<210> 2 
<211> 60 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 



25 



cgactagtgt gatggtgatg gtgatgcatg ttaacttttt gattaaaatt aaaaaaactt 60 



<210> 3 
<211> 35 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
<400> 3 

ttaattttaa tcaaaaaatg gagcccagca gcaag 

<210> 4 
<211> 52 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<-4-G-Q>-^4 __ 

acatgactcg aggtcgacgg tatcgataag cttatcacac ttgggaatca gc 52 

<210> 5 

<211> 35 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 5 

ttaattttaa tcaaaaaatg ccgtcgggct tccaa 35 



<210> 6 

<211> 52 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 



<400> 6 

acatgactcg aggtcgacgg tatcgataag cttatcagtc gttctcatct gg 52 

<210> 7 
<211> 73 
<212> DNA 

<213> Rattus norvegicus 
<400> 7 

caaagaataa acacaaaaac aaaaagtttt tttaatttta atcaaaaaat gtctgaattc 60 
agcagcaaga agg 73 



<210> 8 
<211> 71 
<212> DNA 

<213> Rattus norvegicus 
<400> 8 

aagtttcttt gtctccgtcc cactcaactt tctgagaaca aatgatcgac aaataatagg 60 
tttaggtaag g 71 



<210> 9 
<211> 7828 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
<400> 9 
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,„ a t gccgtcq q qcttccaaca q a r^.gctc^a g ^ ag ^ a ^cccctca g G agcgagtg 60 
actgggaccc tggtccttgc tgtgttctct gcggtgcttg gctccctgca gtttgggtac 120 
aacattgggg tcatcaatgc ccctcagaag gtgattgaac agagctacaa tgagacgtgg 180 
ctggggaggc aggggcctga gggacccagc tccatccctc caggcaccct caccaccctc 240 
tgggccctct ccgtggccat cttttccgtg ggcggcatga tttcotectt cctcattggt 300 
atcatctctc agtggcttgg aaggaaaagg gccatgctgg tcaacaatgt cctggcggtg 360 
ctggggggca gcctcatggg cctggccaac gctgctgcct cctatgaaat gctcatcctt 420 
ggacgattcc tcattggcgc ctactcaggg ctgacatcag ggctggtgcc catgtacgtg 480 
ggggagattg ctcccactca cctgcggggc gccctgggga cgctcaacca actggccatt 540 
gttatcggca ttctgatcgc ccaggtgctg ggcttggagt ccctcctggg cactgccagc 600 
ctgtggccac tgctcctggg cctcacagtg ctacctgccc tcctgcagct ggtcctgctg 660 
cccttctgtc ccgagagccc ccgctacctc tacatcatcc agaatctcga ggggcctgcc 720 
agaaagagtc tgaagcgcct gacaggctgg gccgatgttt ctggagtgct ggctgagctg 780 
aaggatgaga agcggaagct ggagcgtgag cggccactgt ccctgctcca gctcctgggc 840 
agccgtaccc accggcagcc cctgatcatt gcggtcgtgc tgcagctgag ccagcagctc 900 
tctggcatca atgctgtttt ctattattcg accagcatct tcgagacagc aggggtaggc 960 
cagcctgcct atgccaccat aggagctggt gtggtcaaca cagtcttcac cttggtctcg 1020 
iTaaKT t99a9C9g9C ^^ccgg acgctccatc tcctgggcct ggcgggcatg 1080 
tgtggctgtg ccatcctgat gactgtggct ctgctcctgc tggagcgagt tccagccatg 1140 
agctacgtct ccattgtggc catctttggc ttcgtggcat tttttgagat tggccctggc 1200 
cccattcctt ggttcatcgt ggccgagctc ttcagccagg gaccccgccc ggcagccatg 1260 
gctgtggctg gtttctccaa ctggacgagc aacttcatca ttggcatggg tttccagtat 1320 
gttgcggagg ctatggggcc ctacgtcttc cttctatttg cggtcctcct gctgggcttc 1380 
ttcatcttca ccttcttaag agtacctgaa actcgaggcc ggacgtttga ccagatctca 1440 
gctgccttcc accggacacc ctctctttta gagcaggagg tgaaacccag cacagaactt 1500 
gagtatttag ggccagatga gaacgactga taagcttatc gataccgtcg acctcgagtc 1560 
atgtaattag ttatgtcacg cttacattca cgccctcccc ccacatccgc tctaaccgaa 1620 
aaggaaggag ttagacaacc tgaagtctag gtccctattt atttttttat agttatgtta 1680 
gtattaagaa cgttatttat atttcaaatt tttctttttt ttctgtacag acgcgtgtac 1740 
gcatgtaaca ttatactgaa aaccttgctt gagaaggttt tgggacgctc gaaggcttta 1800 
atttgcggcc ggtacccaat tcgccctata gtgagtcgta ttacgcgcgc tcactggccg i860 
tcgttttaca acgtcgtgac tgggaaaacc ctggcgttac ccaacttaat cgccttgcag 1920 
cacatccccc tttcgccagc tggcgtaata gcgaagaggc ccgcaccgat cgcccttccc 1980 
aacagttgcg cagcctgaat ggcgaatggc gcgacgcgcc ctgtagcggc gcattaagcg 2040 
cggcgggtgt ggtggttacg cgcagcgtga ccgctacact tgccagcgcc ctagcgcccg 2100 
ctcetttcgc tttettccct toctttctcg ccacgttcgc cggctttccc cgtcaagctc 2160 
taaatcgggg gctcccttta gggttccgat ttagtgcttt acggcacctc gaccccaaaa 2220 
aacttgatta gggtgatggt tcacgtagtg ggccatcgcc ctgatagacg gtttttcgcc 2280 
etttgaegtt ggagtccacg ttctttaata gtggactctt gttccaaact ggaacaacac 2340 
tcaaccctat ctcggtctat tcttttgatt tataagggat tttgccgatt tcggcctatt 2400 
ggttaaaaaa tgagctgatt taacaaaaat ttaacgcgaa ttttaacaaa atattaacgt 2460 
ttacaatttc ctgatgcggt attttctcct tacgcatctg tgcggtattt cacaccgcat 2520 
agggtaataa ctgatataat taaattgaag ctctaatttg tgagtttagt atacatgcat 2580 
ttacttataa tacagttttt tagttttgct ggccgcatct tctcaaatat gcttcccagc 2640 
ctgcttttct gtaacgttca ccctctacct tagcatccct tccctttgca aatagtcctc 2700 
ttccaacaat aataatgtca gatcctgtag agaccacatc atccacggtt ctatactgtt 2760 
gacccaatgc gtctcccttg tcatctaaac ccacaccggg tgtcataatc aaccaatcgt 2820 
aaccttcatc tcttccaccc atgtctcttt gagcaataaa gccgataaca aaatctttgt 2880 



4 



cgctcttcgc aatgtcaaca gtacccttag 
atgacaattc tgctaacatc aaaaggcctc 
gcttcaaacc gctaacaata cctgggccca 
attctgctat tctgtataca cccgcagagt 
caaattttct gtcttcgaag agtaaaaaat 
taactgtgcc ctccatggaa aaatcagtca 
ttttgggacc taatgcttca actaactcca 
aagcacacaa gtttgtttgc ttttcgtgca 
taggatgagt agcagcacgt tccttatatg 
tgcaggtttt tgttctgtgc agttgggtta 
cactacatat gcgtatatat accaatctaa 
gttcggagat taccgaatca aaaaaatttc 
aaaaaaatga tgaattgaat tgaaaagctg 
ctgatgccgc atagttaagc cagccccgac 
gggcttgtct gctcccggca tccgcttaca 
tgtgtcagag gttttcaccg tcatcaccga 
gcctattttt ataggttaat gtcatgataa 
aggaaatgat agcattgaag gatgagacta 
agctaaaggg tagtgctgaa ggaagcatac 
aggaggtact agactacctt tcatcctaca 
cataaacacg cactatgccg ttcttctcat 
taggtgcgac gtgaacagtg agctgtatgt 
tcgttttcgg aaacgctttg aagttcctat 
gaacttcaga gcgcttttga aaaccaaaag 
aaacgcaccg gactgtaacg agctactaaa 
ctcaaaagta tctctttgct atatatctct 
acctttcgct ccttgaactt gcatctaaac 
agtattactc tttagacaaa aaaattgtag 
aatacgaaaa tgtaaacatt tcctatacgt 
tcataatttt ctgaccaatg aagaatcatc 
cgcaatccac atcggtatag aatataatcg 
gcagcttcgc tagtaatcag taaacgcggg 
aaaatagaca ccaaagtagc cttcttctaa 
caagagactg cattatagag cgcacaaagg 
gaaaaatagc gctctcggga tgcatttttg 
tggtaaaata gcgctctcgc gttgcatttc 
gtttgaaaaa ttagcgctct cgcgttgcat 
ttcgttggta aaatagcgct ttcgcgttgc 
tctttgtttg aaaaattagc gctctcgcgt 
atgcttcgtt caggtggcac ttttcgggga 
ttctaaatac attcaaatat gtatccgctc 
taatattgaa aaaggaagag tatgagtatt 
tttgcggcat tttgccttcc tgtttttgct 
gctgaagatc agttgggtgc acgagtgggt 
atccttgaga gttttcgccc cgaagaacgt 
ctatgtggcg cggtattatc ccgtattgac 
cactattctc agaatgactt ggttgagtac 
ggcatgacag taagagaatt atgcagtgct 



tatattctcc agtagatagg gagcccttgc 2940 
taggttcctt tgttacttct tctgccgcct 3000 
ccacaccgtg tgcattcgta atgtctgccc 3060 
actgcaattt gactgtatta ccaatgtcag 312 0 
tgtacttggc ggataatgcc tttagcggct 3180 
agatatccac atgtgttttt agtaaacaaa 3240 
gtaattcctt ggtggtacga acatccaatg 3300 
tgatattaaa tagcttggca gcaacaggac 3360 
tagctttcga catgatttat cttcgtttcc 3420 
agaatactgg gcaatttcat gtttcttcaa 3480 
gtctgtgctc cttccttcgt tcttccttct 3540 
aaagaaaccg aaatcaaaaa aaagaataaa 3600 
tggtatggtg cactctcagt acaatctgct 3660 
acccgccaac acccgctgac gcgccctgac 3720 
gacaagctgt gaccgtctcc gggagctgca 3780 
aacgcgcgag acgaaagggc ctcgtgatac 3840 
taatggtttc ttagtatgat ccaatatcaa 3900 
atccaattga ggagtggcag catatagaac 3960 
gataccccgc atggaatggg ataatatcac 4020 
taaatagacg catataagta cgcatttaag 4080 
gtatatatat atacaggcaa cacgcagata 4140 
gcgcagctcg cgttgcattt tcggaagcgc 4200 
tccgaagttc ctattctcta gaaagtatag 4260 
cgctctgaag acgcactttc aaaaaaccaa 4320 
atattgcgaa taccgcttcc acaaacattg 43 80 
gtgctatatc cctatataac ctacccatcc 4440 
tcgacctcta cattttttat gtttatctct 4500 
taagaactat tcatagagtg aatcgaaaac 4560 
agtatataga gacaaaatag aagaaaccgt 462 0 
aacgctatca ctttctgttc acaaagtatg 4680 
gggatgcctt tatcttgaaa aaatgcaccc 4740 
aagtggagtc aggctttttt tatggaagag 4 800 
ccttaacgga cctacagtgc aaaaagttat 4860 
agaaaaaaag taatctaaga tgctttgtta 4920 
tagaacaaaa aagaagtata gattctttgt 4980 
tgttctgtaa aaatgcagct cagattcttt 5040 
ttttgtttta caaaaatgaa gcacagattc 5100 
atttctgttc tgtaaaaatg cagctcagat 5160 
tgcatttttg ttctacaaaa tgaagcacag 522 0 
aatgtgcgcg gaacccctat ttgtttattt 5280 
atgagacaat aaccctgata aatgcttcaa 5340 
caacatttcc gtgtcgccct tattcccttt 5400 
cacccagaaa cgctggtgaa agtaaaagat 5460 
tacatcgaac tggatctcaa cagcggtaag 5520 
tttccaatga tgagcacttt taaagttctg 5580 
gccgggcaag agcaactcgg tcgccgcata 5640 
tcaccagtca cagaaaagca tcttacggat 5700 
gccataacca tgagtgataa cactgcggcc 5760 
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aacttacttc tgacaacgat ^gaggaccg aaggagctaa 

ggggatcatg taactcgcct tgatcgttac aaZ cc 9 ctt "tt gcacaacatg 5820 

Sacgagcgtg acaccacgat gLtgL.L !! cataccaaac 5880 

9gcgaactac ttactc tagc a ~aa cgttgcgcaa actattaact 5540 

— - ttctgc 9 g etc™ ™: 9 ;:: 9 rr 9g ™ 6 °°° 

ggagccggtg agcgtgggtc tcgcootate „T ^ttattgc tgataaatct 6060 

tcccgtatcg tagttatcta aatcaT" '""^ ^^ 6120 

cagat=g Ctg agataggtgc . J^ 9999 £™ t ^ ^ 

tcatatatac tttagattga tttaaaactt C ^2S tt ^ 
atcctttttg ataatctcat gaccaaaatc Tt "^aaggat ctaggtgaag 6300 

tcasaccccg t agaaaag at La^ g ^ llttZTl ~" 
tgctgcttgc aaacaaaaaa acc aC cgct a C cagc ggtg ttgtttl 9C9C9taatC ^ 
ctaccaactc tttttcogaa ggtaactggc ttcLfH ttt9ttt 9 cc Sgatcaagag 6480 
cttctagtgt agccgtagtt ag gC cac!Ic tt" 9 ° 9Ca9ataCC a aatactgtc 6540 
ctcgctctgc taatcctgtt .S^^t ^t^"" Ct9ta9CaCC ^tacatac 6600 
gggttggact caagacgL gtt^t T ^ 9C9ataa9tC 9tgtctt.cc 6660 
tcgtgcacac agcccagctt ggagcgSc' IT 9 " 90 «*W*g aacg gggggt S720 
gagctatgag aaagcgccac la 

ggcagggtcg gaacaggaga ^ ^ ^acaggta tccgg , aagc ^ 

tatagtcctg tcgggtttcg » ~£ = ^ 

ggggggcgga gcctat gg a a aaacgccagc ^J 9 ^ J*""^ a ^ ct ^tca 5360 . 
• tgctgg cctt ttgctcacat gttctttcct acat^ ttttac ^" cctggccttt 7020 
attaccgcct ttgagtgagc ^ -gattctgt g gataacegt 70eo . 

tcagtg agcg aggaagcgga agagcgc 9 ca ^"f* gcgcag Cgag 7140 

ccgattcatt aatgcagctg £££ ^ ^ C9C9C9tt " 7200 

aacgcaatta atgtgagtta cctcactcat t ggaaagcg gg cagtgagcgc 7260 

ccg gc tccta tgttgtgtgg aatt^ ~ [ ™ 
9-ee.tg.tt acgccaagcg cgcaattaL Sc\«^ " LT" 93 aaaCa9Ctat 7380 
gtaggaacaa tttcggg CC c ctgcgtgttc t I gggaacaaaa gctggagctc 7440 

gc t ggataat tttcagag gc " " tCtt "ac atttgcttct 7500 

aaaaatcccc accatctttc gagaJccct ata^ f! ^ttcaagg 7560 

ggaggaaaat acaaaatata ctLactal L ^caactgaa a g aat g aaaa 7620 

tgccaatact tcacaatgtt cgaatSt a ga cg atat a 7680 

acatc aagaa caaacaag 9 : ~ a I ^tg C agctattgta aaataataaa 

aaaaagtttt tttaatttta atcaaala caaa 9-taa acac aaaaac 7800 



<210> 10 
<211> 2386 
<212> DNA 

<213> R at tus norve g icus 
<400> 10 



tcgactctag aggatcccct taagctaatc cttataaaf. 

taactcaata aaattttccg aaatcctttt tUl ! C " a9aaaag ^ggtcttt 60 
octette cacctgttt! tccat a tttCttC " 9 aaCta9at39 "° 

Stttttgcga t ggC g aac g a gggctgaaaa ^ " Caa9CCat * c gtgccttttc 180 

taggccacgc aactggcg 9 g !^a^« aattaac ^ acgccgcct a ac gatag taa 240 
g g gacg acaa ca ataagtcgcc cattttttat gttttcaaa. 300 



o. 



cctagcaacc. cccaccaaac ttgtcatcgt tcccggattc acaaatgata taaaaagcga 360 
ttacaattct acattctaac cagatttgag atttcctctt tctcaattcc tcttatatta 420 
gattataaga acaacaaatt aaattacaaa aagacttata aagcaacata atgtctgaat 480 
tccagcagat cggctctgaa gatggggaac cccctcagca gcgagtgact gggacactgg 540 
tccttgctgt attctcagct gtgcttggct cccttcagtt tggctataac attggagtca 600 
tcaacgcccc acagaaagtg attgaacaga gctacaatgc aacttggctg ggtaggcagg 660 
gtcctggggg accggactcc atcccacaag gcaccctcac taccctttgg gctctctccg 720 
tggccatctt ctctgtgggt ggcatgattt cctcctttct cattggcatc atttctcaat 780 
ggttgggaag gaaaagggct atgctggcca acaatgtctt ggctgtgctg gggggcgccc 840 
tcatgggcct agccaatgcc gcggcctcct atgagatact cattctcgga cggttcctca 900 
ttggcgccta ctcagggcta acatcagggt tggtgcctat gtatgtggga gaaatcgccc 960 
ccactcatct tcggggtgcc ttgggaacac tcaaccaatt ggccatcgtc attggcattc 1020 
tggttgccca ggtgttgggt ttggagtcta tgctgggcac agctaccctg tggccattgc 1080 
ttctggctat cacagtactc cctgctctcc tgcagctgct tctgttgccc ttctgtcctg 1140 
agagcccccg atacctctac atcatccgga acctggaggg gcctgcccga aagagtctaa 1200 
agcgcctgac aggctgggct gatgtgtctg atgcactggc tgagctgaag gatgagaaac 1260 
ggaagttgga aagagagcgt ccactgtcct tgctgcagct cctgggcagc cgcacccacc 1320 
ggcagcctct gattattgca gtggtgctgc agctgagcca gcagctctca ggcatcaatg 1380 
ctgttttcta ctattcaacc agcatctttg agttagctgg ggtggaacag ccagcctacg 144 0 
ccaccatagg agctggtgtg gtcaataccg tcttcacgtt ggtctcggtg ctcttagtag 1500 
agcgagctgg gcgacggaca ctccatctcc tgggcctggc aggcatgtgt ggctgtgcca 1560 
tcttgatgac ggtggctctg ctgctgctgg agcgggttcc atccatgagt tatgtgtcca 1620 
tcgtggccat atttggcttt gtggccttct ttgagattgg tcctggcccc atcccctggt 1680 
tcattgtggc cgagctcttc agccagggcc cccgcccagc agccatggct gtagctggtt 1740 
tctccaactg gacctgtaac ttcatcgttg gcatgggttt ccagtatgtt gcggatgcta 1800 
tgggtcccta cgtcttcctt ctatttgccg tcctcctgct tggcttcttc atcttcacct 1860 
tcctaagagt gcctgaaacc agaggccgga catttgacca gatctcggcc accttccgac 192 0 
ggacaccttc tctcttagag caggaggtga aacccagtac agaacttgaa tacttagggc 1980 
cagatgagaa tgactaatcg atttgaagtg ag^cgctcca tcatctctct taatttttca 2040 
tgactgacgt tttttcttca ttttaattat catagtattt gtttgaaaaa aaaaaaaaaa 2100 
aatttccctt atcaatgata tccttacgat tatataaatt ccttacctaa acctattatt 2160 
tgtgtacata tatcagagta ttattacata tataaccttt ttctctaaaa caggaaaaaa 2220 
aaaagaaaac gataacatgc tctgccatcc tttgttcacc gagcaaaatt aaaaacgcaa 2280 
aatgaattgt ccctatgaaa ttattaaagg accacatcac cagacttatc tctggggggt 2340 
cctctagaaa ataagtcagg tacttgcctg gactttcttc cagttg 2386 

<210> 11 
<211> 7777 
<212> DNA 

<213> Homo sapiens 
<400> 11 

atggagccca gcagcaagaa gctgacgggt cgcctcatgc tggctgtggg aggagcagtg 60 
cttggctccc tgcagtttgg ctacaacact ggagtcatca atgcccccca gaaggtgatc 120 
gaggagttct acaaccagac atgggtccac cgctatgggg agagcatcct gcccaccacg 180 
ctcaccacgc tctggtccct ctcagtggcc atcttttctg ttgggggcat gattggctcc 240 
ttctctgtgg gccttttcgt taaccgcttt ggccggcgga attcaatgct gatgatgaac 3 00 
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c t gct.ggcct tcgtgtccgc cgtgctcatg ggcttctcga aaccgggcaa gtcctttgag 360 
atgctgatcc tgggccgctt catcatcggt gtgtactgcg gcctgaccac aggcttcgtg 420 
cccatgtatg tgggtgaagt gtcacccaca gcctttcgtg gggccctggg caccctgcac 480 
cagctgggca tcgtcgtcgg catcctcatc gcccaggtgt tcggcctgga ctccatcatg 540 
ggcaacaagg acctgtggcc cctgctgctg agcatcatct tcatcccggc cctgctgcag 600 
tgcatcgtgc tgcccttctg ccccgagagt ccccgcttcc tgctcatcaa ccgcaacgag 660 
gagaaccggg ccaagagtgt gctaaagaag ctgcgcggga cagctgacgt gacccatgac 720 
ctgcaggaga tgaaggaaga gagtcggcag atgatgcggg agaagaaggt caccatcctg 780 
gagctgttcc gctcccccgc ctaccgccag cccatcctca tcgctgtggt gctgcagctg 840 
tcccagcagc tgtctggcat caacgctgtc ttctattact ccacgagcat cttcgagaag 900 
gcgggggtgc agcagcctgt gtatgccacc attggctccg gtatcgtcaa cacggccttc 960 
actgtcgtgt cgctgtttgt ggtggagcga gcaggccggc ggaccctgca cctcataggc 1020 
ctcgctggca tggcgggttg tgccatactc atgaccatcg cgctagcact gctggagcag 1080 
ctaccctgga tgtcctatct gagcatcgtg gccatctttg gctttgtggc ct t ctt!gaa 
. gtgggtcctg gccccatccc atggttcatc gtggctgaac tcttcagcca gggtccacgt 12 00 
ccagctgcca ttgccgttgc- aggcttctcc aactggacct caaatttcat tgtgggcatg 1260 
tgcttccagt atgtggagca actgtgtggt ccctacgtct tcatcatctt cactgtgctc 1320 

ItllllT CaCCtaCttC aaa9ttCCt9 C °^-ttc 1380 

gatgagatcg cttccggctt ccggcagggg ggagccagcc aaagtgataa gacacccgag 1440 

gagctgttcc atcccctggg ggctgattcc caagtgtgat aagcttatcg ataccgtcga 1500 
cctcgagtca tgtaattagt tatgtcacgc ttacattcac gccctccccc cacatccgL 1560 
ctaaccgaaa aggaaggagt tagacaacct gaagtctagg tccctattta tttttttata 1620 
ToaTT 9 tattaa9aaC ^tatttata tttcaaattt ttcttttttt tctgtacaga 1680 
cgcgtgtacg catgtaacat tatactgaaa accttgcttg agaaggtttt gggaegctcg 1740 

aaggctttaa tttgcggccg gtacccaatt cgccctatag tgagtcgtat tLgcgcgct 
cact cgttfctacaa cgtcgtgact fcggcgttacc ^flj 1800 

T C Z 'T SC aCatCCCCCt "^cagct ggcgtaatag cgaagaggcc cgcaccgatc 1920 
gccc ttccca acagttgcgc agcctgaatg gcgaatggcg cgacgcgccc cgtagcggcg I960 
cattaagcgc ggcgggtgtg gtggttacgc gcagcgtgac cgctacactt gccagcgccc 2040 
tagc gc tcctttcgct ttcttccctt cctttctcgc cacgtfccgcc ggctt J ccc 2100 
gtcaagctct aaatcggggg ctccctttag ggttccgatt tagtgcttta cggcacctcg 2160 
accccaaaaa acttgattag ggtgatggtt cacgtagtgg gccatcgccc tgatagacgg 2220 
t t ttcgccc tttgacgttg gagtccacgt tctttaatag tggactcttg ttccaLctg 2280 
^IctLT C :r CCtatC tc ^tctatt cttttgattt ataagggatt ttgccgattt 2340 
till tl 9ttaaaaaat gagctgattt aacaaaaatt taacgcgaat tttaacaaaa 2400 
tattaacgtt tacaatttcc tgatgcggta ttttctcctt acgcatctgt gcggtatttc 2460 
acaccgcata gggtaataac tgatataatt aaattgaagc tctaatttgt gagtttagta 2520 
tacatgcatt tacttataat acagtttttt agttttgctg gccgcatctt ctcaaatatg 

a™ 9CttttCt9 taaC9ttCaC CCtCtaCCtt a9CatCCCtt CCCttt *- 
tatactatf tCC " C " ta ataat 5tcag atcctgtaga gaccacatca tccacggttc 2700 
tatactgttg acccaatgcg tctcccttgt catctaaacc cacaccgggt gtcataatca 2760 

llTalll T aCCttCatCt ctt — * tgtctctttg agcaataaag ccgataacaa 2820 
aatctttgtc gctcttcgca atgtcaacag tacccttagt atattctcca gtagataggg 2880 
agcccttgca tgacaattct gctaacatca aaaggcctct aggttccttt gttacttctt 2940 
ctgccgcctg cttcaaaccg ctaacaatac ctgggcccac cacaccgtgt gcattcgtaa 3000 
tgtctgccca ttctgctatt ctgtatacac ccgcagagta ctgcaatttg actgtattac 3060 
Ttll 11 -^tttctg.tcttcgaaga gtaaaaaatt gtacttggcg gataatgcct 3120 
ttagcggctt aactgtgccc tccatggaaa aatcagtcaa gatatccaca tgtgttttta 3180 
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gtaaacaaat tttgggacct a.ajbgcttcaa 
catccaatga agcacacaag tttgtttgct 
caacaggact aggatgagta gcagcacgtt 
ttcgtttcct gcaggttttt gttctgtgca 
tttcttcaac actacatatg cgtatatata 
cttccttctg ttcggagatt accgaatcaa 
aagaataaaa aaaaaatgat gaattgaatt 
caatctgctc tgatgccgca tagttaagcc 
cgccctgacg ggcttgtctg ctcccggcat 
ggagctgcat gtgtcagagg ttttcaccgt 
tcgtgatacg cctattttta taggttaatg 
caatatcaaa ggaaatgata gcattgaagg 
atatagaaca gctaaagggt agtgctgaag 
taatatcaca ggaggtacta gactaccttt 
gcatttaagc ataaacacgc actatgccgt 
acgcagatat aggtgcgacg tgaacagtga 
cggaagcgct cgttttcgga aacgctttga 
aaagtatagg aacttcagag cgcttttgaa 
aaaaaccaaa aacgcaccgg actgtaacga 
caaacattgc tcaaaagtat ctctttgcta 
tacccatcca cctttcgctc cttgaacttg 
tttatctcta gtattactct ttagacaaaa 
atcgaaaaca atacgaaaat gtaaacattt 
agaaaccgtt cataattttc tgaccaatga 
caaagtatgc gcaatccaca tcggtataga 
aatgcacccg cagcttcgct agtaatcagt 
atggaagaga aaatagacac caaagtagcc 
aaaagttatc aagagactgc attatagagc 
gctttgttag aaaaatagcg ctctcgggat 
attctttgtt ggtaaaatag cgctctcgcg 
agattctttg tttgaaaaat tagcgctctc 
cacagattct tcgttggtaa aatagcgctt 
agctcagatt ctttgtttga aaaattagcg 
gaagcacaga tgcttcgttc aggtggcact 
tgtttatttt tctaaataca ttcaaatatg 
atgcttcaat aatattgaaa aaggaagagt 
attccctttt ttgcggcatt ttgccttcct 
gtaaaagatg ctgaagatca gttgggtgca 
agcggtaaga tccttgagag ttttcgcccc 
aaagttctgc tatgtggcgc. ggtattatcc 
cgccgcatac actattctca gaatgacttg 
cttacggatg gcatgacagt aagagaatta 
actgcggcca acttacttct gacaacgatc 
cacaacatgg gggatcatgt aactcgcctt 
ataccaaacg acgagcgtga caccacgatg 
ctattaactg gcgaactact tactctagct 
gcggataaag ttgcaggacc acttctgcgc 
gataaatctg gagccggtga gcgtgggtct 



ctaactccag taattccttg gtggtacgaa 3240 
tttcgtgcat gatattaaat agcttggcag 33 00 
ccttatatgt agctttcgac atgatttatc 33 60 
gttgggttaa gaatactggg caatttcatg 3420 
ccaatctaag tctgtgctcc ttccttcgtt 3480 
aaaaatttca aagaaaccga aatcaaaaaa 3540 
gaaaagctgt ggtatggtgc actctcagta 3 600 
agccccgaca cccgccaaca cccgctgacg 3660 
ccgcttacag acaagctgtg accgtctccg 3720 
catcaccgaa acgcgcgaga cgaaagggcc 37 80 
tcatgataat aatggtttct tagtatgatc 3 840 
atgagactaa tccaattgag gagtggcagc 3900 
gaagcatacg ataccccgca tggaatggga 3960 
catcctacat aaatagacgc atataagtac 4020 
tcttctcatg tatatatata tacaggcaac 4O80 
gctgtatgtg cgcagctcgc gttgcatttt 4140 
agttcctatt ccgaagttcc tattctctag 4200 
aaccaaaagc gctctgaaga cgcactttca 4260 
gctactaaaa tattgcgaat accgcttcca 432 0 
tatatctctg tgctatatcc ctatataacc 43 80 
catctaaact cgacctctac attttttatg 4440 
aaattgtagt aagaactatt catagagtga 4500 
cctatacgta gtatatagag acaaaataga 4560 
agaatcatca acgctatcac tttctgttca 4 62 0 
atataatcgg ggatgccttt atcttgaaaa 4 680 
aaacgcggga agtggagtca ggcttttttt 4740 
ttcttctaac cttaacggac ctacagtgca 4800 
gcacaaagga gaaaaaaagt aatctaagat 4860 
gcatttttgt agaacaaaaa agaagtatag 4920 
ttgcatttct gttctgtaaa aatgcagctc 4980 
gcgttgcatt tttgttttac aaaaatgaag 504 0 
tcgcgttgca tttctgttct gtaaaaatgc 5100 
ctctcgcgtt gcatttttgt tctacaaaat 5160 
tttcggggaa atgtgcgcgg aacccctatt 5220 
tatccgctca tgagacaata accctgataa 5280 
atgagtattc aacatttccg tgtcgccctt 5340 
gtttttgctc acccagaaac gctggtgaaa 5400 
cgagtgggtt acatcgaact ggatctcaac 5460 
gaagaacgtt ttccaatgat gagcactttt 5520 
cgtattgacg ccgggcaaga gcaactcggt 5580 
gttgagtact caccagtcac agaaaagcat 5 640 
tgcagtgctg ccataaccat gagtgataac 5700 
ggaggaccga aggagctaac cgcttttttg 5760 
gatcgttggg aaccggagct gaatgaagcc 5820 
cctgtagcaa tggcaacaac gttgcgcaaa 5880 
tcccggcaac aattaataga ctggatggag 5940 
tcggcccttc cggctggctg gtttattgct 6000 
cgcggtatca ttgcagcact ggggccagat 6060 
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ggtaagccct cccgtatcgt agttatctac acgacgggga gtcaggcaac tatggatgaa 6120 
cgaaatagac agatcgctga gataggtgcc tcactgatta agcattggta actgtcagac 6160 
caagtttact catatatact ttagattgat ttaaaacttc atttttaatt haaaaggatc 624 0 
taggtgaaga tcctttttga taatctcatg accaaaatcc cttaacgtga gttttcgttc 6300 
cactgagcgt cagaccccgt agaaaagatc aaaggatctt cttgagatcc tttttttctg 6360 
cgcgtaatct gctgcttgca aacaaaaaaa ccaccgctac cagcggtggt ttgtttgccg 6420 
gatcaagagc taccaactct ttttccgaag gtaactggct tcagcagagc gcagatacca 6480 
aatactgtcc ttctagtgta gccgtagtta ggccaccact tcaagaactc tgtagcaccg 6540 
cctacatacc tcgctctgct aatcctgtta ccagtggctg ctgccagtgg cgataagtcg 6600 
tgtcttaccg ggttggactc aagacgatag ttaccggata aggcgcagcg gtcgggctga 6660 
acggggggtt cgtgcacaca gcccagcttg gagcgaacga cctacaccga actgagatac 6720 
ctacagcgtg agctatgaga aagcgccacg cttcccgaag ggagaaaggc ggacaggtat 6780 
ccggtaagcg gcagggtcgg aacaggagag cgcacgaggg agcttccagg gggaaacgcc 6840 
tggtatcttt atagtcctgt cgggtttcgc cacctctgac ttgagcgtcg atttttgtga 6900 
tgctcgtcag gggggcggag cctatggaaa aacgccagca acgcggcctt tttacggttc 6960 
ctggcctttt gctggccttt tgctcacatg ttctttcctg cgttatcccc tgattctgtg 7020 
gataaccgta ttaccgcctt tgagtgagct gataccgctc gccgcagccg aacgaccgag 7080 
cgcagcgagt cagtgagcga ggaagcggaa gagcgcccaa tacgcaaacc gcctctcccc 7140 
gcgcgttggc cgattcatta atgcagctgg cacgacaggt ttcccgactg gaaagcgggc 7200 
agtgagcgca acgcaattaa tgtgagttac ctcactcatt aggcacccca ggctttacac 7260 
tttatgcttc cggctcctat gttgtgtgga attgtgagcg gataacaatt tcacacagga 7320 
TaTT 9 ! CCat9atta gcaattaacc ctcactaaag ggaacaaaag 7380 

ctggagctcg taggaacaat ttcgggcccc tgcgtgttct tctgaggttc atcttttaca 7440 
tttgcttctg ctggataatt ttcagaggca acaaggaaaa attagatggc aaaaagtcgt 7500 
ctttcaagga aaaatcccca ccatctttcg agatcccctg taacttattg gcaactgaaa 7560 
gaatgaaaag gaggaaaata caaaatatac tagaactgaa aaaaaaaaag tataaataga 7620 
gacgatatat gccaatactt cacaatgttc gaatctattc ttcatttgca gctattgtaa 7680 
aataataaaa catcaagaac aaacaagctc aacttgtctt ttctaagaac aaagaataaa 7740 
cacaaaaaca aaaagttttt ttaattttaa tcaaaaa 777? 



<210> 12 
<211> 2338 
<212> DNA 

<213> Rattus norvegicus 
<400> 12 

tcgactctag aggatcccct taagctaatc cttatgaatc cggagaaaag cggggtcttt 60 
taactcaata aaattttccg aaatcctttt tcctacgcgt tttcttcggg aactagatag 120 
gtggctcttc cacctgtttt tccatcattt tagtttttcg caagccatgc gtgccttttc 180 
gtttttgcga tggcgaacga gggctggaaa aattaacggt acgccgccta acgatagtaa 240 
taggccacgc aactggcgtg gacgacaaca ataagtcgcc cattttttat gttttcaaaa 300 
cctagcaacc cccaccaaac ttgtcatcgt tcccggattc acaaatgata taaaaagcga 360 
ttacaattct acattctaac cagatttgag atttcctctt tctcaattcc tcttatatta 420 
gattataaga acaacaaatt aaattacaaa aagacttata aagcaacata atgtctgaat 480 
tcagcaagaa ggtgacgggc cgccttatgt tggccgtggg aggggcagtg ctcggatccc 540 
tgcagttcgg ctataacacc ggtgtcatca acgcccccca gaaggtaatt gaggagttct 600 
acaatcaaac atggaaccac cgctatggag agtccatccc atccaccaca ctcaccacac 660 
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tctggtctct ctccg.t.ggcc at5.t_tct.c_tg tcgggggcat gattggttcc ttctctgtgg 72 0 
gcctctttgt taatcgcttt ggcaggcgga actccatgct gatgatgaac ctgttggcct 780 
ttgtgtctgc cgtgcttatg ggtttctcca aactgggcaa gtcctttgag atgctgatcc 840 
tgggccgctt catcattgga gtgtactgtg gcctgaccac cggctttgtg cccatgtatg 900 
tgggggaggt gtcacccaca gctcttcgtg gagccctggg caccctgcac cagctgggca 960 
tcgtcgttgg gatccttatt gcccaggtgt tcggcttaga ctccatcatg ggcaatgcag 1020 
acttgtggcc tctactgctc agtgtcatct tcatcccagc cctgctacag tgtatcctgt 10B0 
tgcccttctg ccctgagagc ccccgcttcc tgctcatcaa tcgtaacgag gagaaccggg 1140 
ccaagagtgt gctgaaaaag cttcgaggga cagccgatgt gacccgagac ctgcaggaga 1200 
tgaaagaaga gggtcggcag atgatgcggg agaagaaggt caccatcttg gagctgttcc 1260 
gctcacccgc ctaccgccag cccatcctca tcgccgtggt gctgcagctg tcccagcagc 1320 
tgtcgggcat caatgctgtg ttctactact caacgagcat cttcgagaag gcaggtgtgc 1380 
agcagcctgt gtatgccacc atcggctcgg gtatcgtcaa cacggccttc actgtggtgt 1440 
cgctgttcgt cgtggagcga gctggccgtc ggaccctgca tctcattggt ctggctggca 1500 
tggcgggctg tgctgtgctc atgaccatcg ccctggccct gctggagcag ctgccctgga 1560 
tgtcctatct gagtatcgtg gccatctttg gctttgtggc cttctttgaa gtaggccctg 1620 
gtcctattcc atggttcatt gtggccgagc tgttcagcca ggggccccga cctgctgctg 1680 
ttgctgtggc tggcttctct aactggacct caaacttcat cgtgggcatg tgcttccaat . 1740 
atgtggagca actgtgtggc ccctacgtct tcatcatctt cacggtgctg ctggtactct 1800 
tcttcatctt cacctacttc aaagttcctg agaccaaagg ccggaccttc gatgagatcg 1860 
cttccggctt ccggcagggg ggtgccagcc agagcgacaa gacacctgag gagctcttcc 1920 
accctctggg ggctgactcc caagtgtaat cgatttgaag tgagacgctc catcatctct 1980 
cttaattttt catgactgac gttttttctt cattttaatt atcatagtat ttgtttgaaa 2040 
aaaaaaaaaa aaaatttccc ttatcaatga tatccttacg attatataaa ttccttacct 2100 
aaacctatta tttgtgtaca tatatcagag tattattaca tatataacct ttttctctaa 2160 
aacaggaaaa aaaaaagaaa acgataacat gctctgccat cctttgttca ccgagcaaaa 222 0 
ttaaaaacgc aaaatgaatt gtccctatga aattattaaa ggaccacatc accagactta 22 80 
tctctggggg gtcctctaga aaataagtca ggtacttgcc tggactttct tccagttg 23 3 8 

<210> 13 
<211> 2338 
<212> DNA 

<213> Rattus norvegicus 
<400> 13 

tcgactctag aggatcccct taagctaatc cttatgaatc cggagaaaag cggggtcttt 60 

taactcaata aaattttccg aaatcctttt tcctacgcgt tttcttcggg aactagatag 120 

gtggctcttc cacctgtttt tccatcattt tagtttttcg caagccatgc gtgccttttc 180 

gtttttgcga tggcgaacga gggctggaaa aattaacggt acgccgccta acgatagtaa 24 0 

taggccacgc aactggcgtg gacgacaaca ataagtcgcc cattttttat gttttcaaaa 300 

cctagcaacc cccaccaaac ttgtcatcgt tcccggattc acaaatgata taaaaagcga. 360 

ttacaattct acattctaac cagatttgag atttcctctt tctcaattcc tcttatatta 420 

gattataaga acaacaaatt aaattacaaa aagacttata aagcaacata atgtctgaat 480 

tcagcaagaa ggtgacgggc cgccttatgt tggccgtggg aggggcagtg ctcggatccc 540 

tgcagttcgg ctataacacc ggtgtcatca acgcccccca gaaggtaatt gaggagttct 600 

acaatcaaac atggaaccac cgctatggag agtccatccc atccaccaca ctcaccacac 660 

tctggtctct ctccatggcc at'cttctctg tcgggggcat gattggttcc ttctctgtgg 720 
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gcctctttgt taatcgcttt ggcaggcgga actccatgct gatgatgaac ctgttggcct 780 
ttgtgtctgc cgtgcttatg ggtttctcca aactgggcaa gtcctttgag atgctgatcc 840 
tgggccgctt catcattgga gtgtactgtg gcctgaccac cggctttgtg cccatgtatg 900 
tgggggaggt gtcacccaca gctcttcgtg gagccctggg caccctgcac cagctgggca 960 
tcgtcgttgg gatccttatt gcccaggtgt tcggcttaga. ctccatcatg ggcaatgcag 1020 
acttgtggcc tctactgctc agtgtcatct tcatcccagc cctgctacag tgtatcctgt 1080 
tgcccttctg ccctgagagc ccccgcttcc tgctcatcaa tcgtaacgag gagaaccggg 1140 
ccaagagtgt gctgaaaaag cttcgaggga cagccgatgt gacccgagac ctgcaggaga 1200 
tgaaagaaga gggtcggcag atgatgcggg agaagaaggt caccatcttg gagctgttcc 1260 
gctcacccgc ctaccgccag cccatcctca tcgccgtggt gctgcagctg tcccagcagc 1320 
tgtcgggcat caatgctgtg ttctactact caacgagcat cttcgagaag gcaggtgtgc 1380 
agcagcctgt gtatgccacc atcggctcgg gtatcgtcaa cacggccttc actgtggtgt 1440 
cgctgttcgt cgtggagcga gctggccgtc ggaccctgca tctcattggt ctggctggca 1500 
tggcgggctg tgctgtgctc atgaccatcg ccctggccct gctggagcag ctgccctgga 1560 
tgtcctatct gagtatcgtg gccatctttg gctttgtggc cttctttgaa gtaggccctg 1620 
gtcctattcc atggttcatt gtggccgagc tgttcagcca ggggccccga cctgctgctg 1680 
ttgctgtggc tggcttctct aactggacct caaacttoat cgtgggcatg tgcttccaat 1740 
atgtggagca actgtgtggc ccctacgtct te.te.tctt eaeggtgetg etggfactet 1800 
tcttcatctt eaeetaette aaagtteetg agaeeaaagg eeggaeettc gatgagatcg I860 
cttccggctt ccggcagggg ggtgceagcc agagcgacaa gacaectgag gagctcttcc 1920 
aeectetggg ggetgaetce eaagtgtaat egatttgaag tgagaegcte eateatctet 1980 
ettaattttt eatgaetgae gttttttett eattttaatt atcatagtat ttgtttgaaa 2040 
aaaaaaaaaa aaaattteee ctatcaatga tateettaeg attatataaa tteettaeet 2100 
aaaeetatta tttgtgtaea tatatcagag tattattaea tatataaeet ttttetctaa 2160 
aacaggaaaa aaaaaagaaa aegataaeat getetgeeat cetttgttea eegageaaaa 2220 
ttaaaaacgc aaaatgaatt gtecetatga aattattaaa ggaeeaeate aeeagactta 2280 
tctctggggg gtcctctaga aaataagtca ggtacttgcc tggaetttct tccagttg 2338 



<210> 14 
<211> 2338 
<212> DNA 

<213> Rattus norvegicus 
<400> 14 



tcgactctag aggateecct taagctaate ettatgaate eggagaaaag eggggtettt 60 
taaeteaata aaattttecg aaateetttt teetacgegt tttetteggg aactagatag l 20 
gtggetettc caectgtttt tecatcattt tagttttteg caageeatge gtgeetttte 180 
gtttttgega tggcgaacga gggctggaaa aattaacggt acgecgceta acgatagtaa 240 
taggceacge aactggcgtg gacgacaaea ataagtegcc cattttttat gttttcaaaa 300 
cetageaaee eeeaeeaaae ttgteategt teeeggatte acaaatgata taaaaagcga 360 
ttacaattct acattctaac cagatttgag atttcctctt tctcaattcc tcttatatta 420 
gattataaga acaacaaatt aaattaeaaa aagaettata aageaaeata atgtctgaat 480 ' 
tcagcaagaa ggtgacggge cgccttatgt tggecgtggg aggggcagtg ctcggatccc 540 
tgeagttegg etataaeaee ggtgteatea aegececeea gaaggtaatt gaggagttct 600 
aeaateaaae atggaaceae egctatggag agteeateee ateeaeeaea eteaeeacac 660 
tetggtctct etcegtgatg atcttctetg tcgggggeat gattggttee ttctctgtgg 720 
gcetetttgt taategettt ggcaggcgga actccatgct gatgatgaac ctgttggcct 780 



ttgtgtc.tgc cg tgct tatg ggtttctcca 
tgggccgctt catcattgga gtgtactgtg 
tggggg^ggt gtcacccaca gctcttcgtg 
tcgtcgttgg gatccttatt gcccaggtgt 
acttgtggcc tctactgctc agtgtcatct 
tgcccttctg ccctgagagc ccccgcttcc 
ccaagagtgt gctgaaaaag cttcgaggga 
tgaaagaaga gggtcggcag atgatgcggg 
gctcacccgc ctaccgccag cccatcctca 
tgtcgggcat caatgctgtg ttctactact 
agcagcctgt gtatgccacc atcggctcgg 
cgctgttcgt cgtggagcga gctggccgtc 
tggcgggctg tgctgtgctc atgaccatcg 
tgtcctatct gagtatcgtg gccatctttg 
gtcctattcc atggttcatt gtggccgagc 
ttgctgtggc tggcttctct aactggacct 
atgtggagca actgtgtggc ccctacgtct 
tcttcatctt cacctacttc aaagttcctg 
cttccggctt ccggcagggg ggtgccagcc 
accctctggg ggctgactcc caagtgtaat 
cttaattttt catgactgac gttttttctt 
aaaaaaaaaa aaaatttccc ttatcaatga 
aaacctatta tttgtgtaca tatatcagag 
aacaggaaaa aaaaaagaaa acgataacat 
ttaaaaacgc aaaatgaatt gtccctatga 
tctctggggg gtcctctaga aaataagtca 



.aac.tggg.caa .gtcc.tttgag atgctgatcc 840 

gcctgaccac cggctttgtg cccatgtatg 900 

gagccctggg caccctgcac cagctgggca 960 
tcggcttaga ctccatcatg ggcaatgcag 1020 

tcatcccagc cctgctacag tgtatcctgt 1080 
tgctcatcaa tcgtaacgag gagaaccggg 1140 

cagccgatgt gacccgagac ctgcaggaga 1200 

agaagaaggt caccatcttg gagctgttcc 1260 

tcgccgtggt gctgcagctg tcccagcagc 1320 

caacgagcat cttcgagaag gcaggtgtgc 1380 

gtatcgtcaa cacggccttc actgtggtgt 1440 

ggaccctgca tctcattggt ctggctggca 1500 

ccctggccct gctggagcag ctgccctgga 1560 

gctttgtggc cttctttgaa gtaggccctg 1620 

tgttcagcca ggggccccga cctgctgctg 1680 

caaacttcat cgtgggcatg tgcttccaat 1740 

tcatcafectt cacggtgctg ctggtactct 1800 

agaccaaagg ccggaccttc gatgagatcg 1860 

agagcgacaa gacacctgag gagctcttcc 1920 

cgatttgaag tgagacgctc catcatctct 1980 

cattttaatt atcatagtat ttgtttgaaa 2040 

tatccttacg attatataaa ttccttacct 2100 

tattattaca tatataacct ttttctctaa 2160 

gctctgccat cctttgttca ccgagcaaaa 2220 

aattattaaa ggaccacatc accagactta 2280 

ggtacttgcc tggactttct tccagttg 233 8 



<210> 15 

<211> 6360 

<212> DNA 

<213> Vektor 



<400> 15 

cgtaggaaca atttcgggcc cctgcgtgtt 
tgctggataa ttttcagagg caacaaggaa 
gaaaaatccc caccatcttt cgagatcccc 
aggaggaaaa tacaaaatat actagaactg 
atgccaatac ttcacaatgt tcgaatctat 
aacatcaaga acaaacaagc tcaacttgtc 
caaaaagttt ttttaatttt aatcaaaaag 
gtggatcccc cgggctgcag gaattcgata 
catgtaatta gttatgtcac gcttacattc 
aaaggaagga gttagacaac ctgaagtcta 
agtattaaga acgttattta tatttcaaat 
cgcatgtaac attatactga aaaccttgct 
aatttgcggc cggtacccaa ttcgccctat 
gtcgttttac aacgtcgtga ctgggaaaac 



cttctgaggt tcatctttta catttgcttc 60 
aaattagatg gcaaaaagtc gtctttcaag 120 
tgtaacttat tggcaactga aagaatgaaa 180 
aaaaaaaaaa agtataaata gagacgatat 240 
tcttcatttg cagctattgt aaaataataa 3 00 
ttttctaaga acaaagaata aacacaaaaa 360 
ttaacatgca tcaccatcac catcacacta 420 
tcaagcttat cgataccgtc gacctcgagt 480 
acgccctccc cccacatccg ctctaaccga 540 
ggtccctatt tattttttta tagttatgtt 600 
ttttcttttt tttctgtaca gacgcgtgta 660 
tgagaaggtt ttgggacgct cgaaggcttt 720 
agtgagtcgt attacgcgcg ctcactggcc 780 
cctggcgtta cccaacttaa tcgccttgca 840 
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gcacatcccc ctttcgccag ctggcgtaat agcgaagagg cccgcaccga tcgcccttcc 900 
caacagttgc gcagcctgaa tggcgaatgg cgcgacgcgc cctgtagcgg cgcattaagc 960 
gcggcgggtg tggtggttac gcgcagcgtg accgctacac ttgccagcgc cctagcgccc 1020 
gctcctttcg ctttcttccc ttcctttctc gccacgttcg ccggctttcc ccgtcaagct 1080 
ctaaatcggg ggctcccttt agggttccga tttagtgctt tacggcacct cgaccccaaa 1140 
aaacttgatt agggtgatgg ttcacgtagt gggccatcgc cctgatagac ggtttttcgc 1200 
cctttgacgt tggagtccac gttctttaat agtggactct tgttccaaac tggaacaaca 1260 
ctcaacccta tctcggtcta ttcttttgat ttataaggga ttttgccgat ttcggcctat 1320 
tggttaaaaa- atgagctgat ttaacaaaaa tttaacgcga attttaacaa aatattaacg 1380 
tttacaattt cctgatgcgg tatt'ttctcc ttacgcatct gtgcggtatt tcacaccgca 1440 
tagggtaata actgatataa ttaaattgaa gctctaattt gtgagtttag tatacatgca 1500 
tttacttata atacagtttt ttagttttgc tggccgcatc ttctcaaata tgcttcccag 1560 
cctgcttttc tgtaacgttc accctctacc ttagcatccc ttccctttgc aaatagtcct 162 0 
cttccaacaa taataatgtc agatcctgta gagaccacat catccacggt tctatactgt 1680 
tgacccaatg cgtctccctt gtcatctaaa cccacaccgg gtgtcataat caaccaatcg 1740 
taaccttcat ctcttccacc catgtctctt tgagcaataa agccgataac aaaatctttg 1800 
tcgctcttcg caatgtcaac agtaccctta gtatattctc cagtagatag ggagcccttg I860 
catgacaatt ctgctaacat caaaaggcct ctaggttcct ttgttacttc ttctg'ccgcc 1920 
tgcttcaaac cgctaacaat acctgggccc accacaccgt gtgcattcgt aatgtctgcc 1980 
cattctgcta ttctgtatac acccgcagag tactgcaatt tgactgtatt accaatgtca 2040 
gcaaattttc tgtcttcgaa gagtaaaaaa ttgtacttgg cggataatgc ctttagcggc 2100 
ttaactgtgc cctccatgga aaaatcagtc aagatatcca catgtgtttt tagtaaacaa 2160 
attttgggac ctaatgcttc aactaactcc agtaattcct tggtggtacg aacatccaat 2220 
gaagcacaca agtttgtttg cttttcgtgc atgatattaa atagcttggc agcaacagga 2280 
ctaggatgag tagcagcacg ttccttatat gtagctttcg acatgattta tcttcgtttc 2340 
ctgcaggttt ttgttctgtg cagttgggtt aagaatactg ggcaatttca tgtttcttca 2400 
acactacata tgcgtatata taccaatcta agtctgtgct ccttccttcg ttcttccttc 2460 
tgttcggaga ttaccgaatc aaaaaaattt caaagaaacc gaaatcaaaa aaaagaataa 2520 ■ 
aaaaaaaatg atgaattgaa ttgaaaagct gtggtatggt gcactctcag tacaatctgc 2580 
tctgatgccg catagttaag ccagccccga cacccgccaa cacccgctga cgcgccctga 2640 
cgggcttgtc tgctcccggc atccgcttac agacaagctg tgaccgtctc cgggagctgc 2700 
atgtgtcaga ggttttcacc gtcatcaccg aaacgcgcga gacgaaaggg cctcgtgata 2760 
cgcctatttt tataggttaa fcgtcatgata ataatggttt cttagtatga tccaatatca 2820 
aaggaaatga tagcattgaa ggatgagact aatccaattg aggagtggca gcatatagaa 2880 
cagctaaagg gtagtgctga aggaagcata cgataccccg catggaatgg gataatatca 2940 
caggaggtac tagactacct ttcatcctac ataaatagac gcatataagt acgcatttaa 3000 
gcataaacac gcactatgcc gttcttctca tgtatatata tatacaggca acacgcagat 3060 
ataggtgcga cgtgaacagt gagctgtatg tgcgcagctc gcgttgcatt ttcggaagcg 3120 
ctcgttttcg gaaacgcttt gaagttccta ttccgaagtt cctattctct agaaagtata 3180 
ggaacttcag agcgcttttg aaaaccaaaa gcgctctgaa gacgcacttt caaaaaacca 3240 
aaaacgcacc ggactgtaac gagctactaa aatattgcga ataccgcttc cacaaacatt 3300 
gctcaaaagt atctctttgc tatatatctc tgtgctatat ccctatataa cctacccatc 3360 
cacctttcgc tccttgaact tgcatctaaa ctcgacctct acatttttta tgtttatctc 3420 
tagtattact ctttagacaa aaaaattgta gtaagaacta ttcatagagt gaatcgaaaa 3480 
caatacgaaa atgtaaacat ttcctatacg tagtatatag agacaaaata gaagaaaccg 3540 
ttcataattt tctgaccaat gaagaatcat caacgctatc actttctgtt cacaaagtat 3600 
gcgcaatcca catcggtata gaatataatc ggggatgcct ttatcttgaa aaaatgcacc 3660 
cgcagcttcg ctagtaatca gtaaacgcgg gaagtggagt caggcttttt ttatggaaga 3720 
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gaaaatagac accaaagtag ccttcttcta accttaacgg acctacagtg caaaaagtta 3780 
tcaagagact gcattataga gcgcacaaag gagaaaaaaa gtaatctaag atgctttgtt 3840 
agaaaaatag cgctctcggg atgcattttt gtagaacaaa aaagaagtat agattctttg 3900 
ttggtaaaat agcgctctcg cgttgcattt ctgttctgta aaaatgcagc tcagattctt 3960 
tgtttgaaaa attagcgctc .tcgcgttgca tttttgtttt acaaaaatga agcacagatt 4 020 
cttcgttggt aaaatagcgc tttcgcgttg catttctgtt ctgtaaaaat gcagctcaga 4080 
ttctttgttt gaaaaattag cgctctcgcg ttgcattttt gttctacaaa atgaagcaca 4140 
gatgcttcgt tcaggtggca cttttcgggg aaatgtgcgc ggaaccccta tttgtttatt 4200 
tttctaaata cattcaaata tgtatccgct catgagacaa taaccctgat aaatgcttca 4260 
ataatattga aaaaggaaga gtatgagtat tcaacatttc cgtgtcgccc ttattccctt 4320 
ttttgcggca ttttgccttc ctgtttttgc tcacccagaa acgctggtga aagtaaaaga 4380 
tgctgaagat cagttgggtg cacgagtggg ttacatcgaa ctggatctca acagcggtaa 4440 
gatccttgag agttttcgcc ccgaagaacg ttttccaatg atgagcactt ttaaagttct 4500 
gctatgtggc gcggtattat cccgtattga cgccgggcaa gagcaactcg gtcgccgcat 4560 
acactattct cagaatgact tggttgagta ctcaccagtc acagaaaagc atcttacgga 4620 
tggcatgaca gtaagagaat tatgcagtgc tgccataacc atgagtgata acactgcggc 4680 
caacttactt ctgacaacga tcggaggacc gaaggagcta accgcttttt tgcacaacat 4740 
gggggatcat gtaactcgcc ttgatcgttg ggaaccggag ctgaatgaag ccataiccaaa 4 800 
cgacgagcgt gacaccacga tgcctgtagc aatggcaaca acgttgcgca aactattaac 4860 
tggcgaacta cttactctag cttcccggca acaattaata gactggatgg aggcggataa 4920 
agttgcagga ccacttctgc gctcggccct tccggctggc tggtttattg ctgataaatc 4980 
tggagccggt gagcgtgggt ctcgcggtat cattgcagca ctggggccag atggtaagcc 5040 
ctcccgtatc gtagttatct acacgacggg gagtcaggca actatggatg aacgaaatag 5100 
acagatcgct gagataggtg cctcactgat taagcattgg taactgtcag accaagttta 5160 
ctcatatata ctttagattg atttaaaact tcatttttaa tttaaaagga tctaggtgaa 5220 
gatccttttt gataatctca tgaccaaaat cccttaacgt gagttttcgt tccactgagc 5280 
gtcagacccc gtagaaaaga tcaaaggatc ttcttgagat cctttttttc tgcgcgtaat 5340 
ctgctgcttg caaacaaaaa aaccaccgct accagcggtg gtttgtttgc cggatcaaga 5400 
gctaccaact ctttttccga' aggtaactgg cttcagcaga gcgcagatac caaatactgt 5460 
ccttctagtg tagccgtagt taggccacca cttcaagaac tctgtagcac cgcctacata 552 0 
cctcgctctg ctaatcctgt taccagtggc tgctgccagt ggcgataagt cgtgtcttac 5580 
cgggttggac tcaagacgat agttaccgga taaggcgcag cggtcgggct gaacgggggg 564 0 
ttcgtgcaca cagcccagct tggagcgaac gacctacacc gaactgagat acctacagcg 5700 
tgagctatga gaaagcgcca cgcttcccga agggagaaag gcggacaggt atccggtaag 5760 
cggcagggtc ggaacaggag agcgcacgag ggagcttcca gggggaaacg cctggtatct 582 0 
ttatagtcct gtcgggtttc gccacctctg acttgagcgt cgatttttgt gatgctcgtc 5880 
aggggggcgg agcctatgga aaaacgccag caacgcggcc tttttacggt tcctggcctt 594 0 
ttgctggcct tttgctcaca tgttctttcc tgcgttatcc cctgattctg tggataaccg 6000 
tattaccgcc tttgagtgag ctgataccgc tcgccgcagc cgaacgaccg agcgcagcga 6060 
gtcagtgagc gaggaagcgg aagagcgccc aatacgcaaa ccgcctctcc ccgcgcgttg 612 0 
gccgattcat taatgcagct ggcacgacag gtttcccgac tggaaagcgg gcagtgagcg 6180 
caacgcaatt aatgtgagtt acctcactca ttaggcaccc caggctttac actttatgct 6240 
tccggctcct atgttgtgtg gaattgtgag cggataacaa tttcacacag gaaacagcta 6300 
tgaccatgat tacgccaagc gcgcaattaa ccctcactaa agggaacaaa agctggagct 6360 

<210> 16 
<211> 24 
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<212> DNA 



<213> Rattus 



norvegicus 



<400> 16 

ctttctcaat tcctcttata ttag 

<210> 17 
<211> 36 
<212> DNA 

<213> Rattus norvegicus 
<400> 17 

cccgacagag aagatcatca cggagagaga ccagag 

<210> 18 
<211> 24 
<212> DNA 

<213> Rattus norvegicus 



24 



36 



<400> 18 

aacgtcagtc atgaaaaatt aaga 



24 



B If DA PESTER VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANtSMEN 
FOR DIE 2WECKE VON PATENTVERFA HREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Aventis Pharma 
Deutschland GmbH 
65926 Frankfurt 

EMPFANGSBE$TAT1CUNG BE1 ERSTHINTERLEGUNG, 
ausgestellt gemflll Rcgcl 7.1 von dcr untcn angegebenen 
INTERN ATI ON ALEN HWTERLEGUNGSSTELLE 



L KENN2ETCHNUNG DES MIKROORGANISMUS 



Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugszefcheru 


Von der INTERN ATI ON ALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


Nr. 2: EBY.lBga / 


zugeteilte EINGANGSNUMMER: 


YEpH2-rGLUTl V69M 


DSM 14026 



II. WISSENSCHAFTUCHE BESCHRE1BUNG UND/ODER V ORG ESCHLA GENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 



Mil dem unter I. be~eichneten Mikroorganismus wurde 

(X ) cine wissenschafllicbc Bcschreibung 

(X ) cine vorgeschlagene taxonomische Bezeichnung 

eingcreichL 

(Zutreffendes ankreuzen). 



III. EINGANG UND ANNAUME 



Dies* intemau'onale Hinterlcgungsstelle nimmt den unter I bezeichneten Mikroorganismus an, dcr bci Ihr am 2001*01*23 (Datum der 
Ersthinterlegung) 1 eingegangcn ist 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMW AND LUNG 



Der unter I bezeichnete Mikroorganismus ist bei dieser Intemationalen Hinterlegungsstelle am eingegangen (Datum der Erst- 
hinierlegung) und ein Antrag auf Umwandlung dieser Ersthinterlegung in eine Hinierlegung gemfifl Budapester Vertrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 



V. INTERNATIONALE HINTERLEG UNGSSTELLE 



Name: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Anschrift Mascheroder Weg I b 
D-38124 Braunschweig 



Untcrschrift(en) der zur Vertretung der intemationalen Hinterlegungsstelle 
belugten Person(en) oder des (der) von ihr ermachtigten Bedienstcten: 



Datum: 2001-02-06 



1 Falls Regel 6.4 Buchstabe d ZuuiFtX 1st dies der Zcitcunfct. zu dem der Sttttis einer intemationalen Hinterlegungsstelle erworben worden ist 
Formbkm DSMZ-BP/4 (einzige.Seite) 0196 



BNSDOCID: <WO_02064784A2J_> 



PCT/EP02/01373 



BU DA PESTER VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENKUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Aventis Pharma 
Deutschland GmbH 
65926 Frankfurt 


EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG, 
ausgestclh gemafl Regcl 7.1 von der unten angegebenen 
INTERNATJONALEN HfNTERLEGUNGSSTElXE 


l KENNZBCHNUNG DES VflKROORGANlSMUS 


Vom HINTERLEGER zugcteiltes Bczugszefchen: 

Nr. 3 : EBY.18ga / 
YEpH2-rGLUTl A70M 


Von der INTERNATIONAL^ HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugcteiltc EINGANGSNITMMER: * 

DSM 14027 


0. WISSENSCHAFTUCKE BESCHREIB UNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 


Mit dem untcr I. bczcichncten Mikroorganisinus wurdc 




[ (X ) cine wissenschaftUcae Beschreibung 

(X ) cine vorgeschlagenc taxonomische Bczcichnung • 




eingereicht. 

(Zutrcffendcs ankreuzen). 




in. EINGANO UND ANNAHME 


Diese Internationale Hinterlegungsstelle niramt den unter I bezeichneten Mikroorganismus an, der bei for am 2001-01-23 (Datum der 
Ersthiriierlegung) 1 eingegangen isL v 


IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 


Der untcr 1 bezcichnctc Mikroorganismus ist bei dicscr Intcmationalcn Hintcricgungsstclle am eingegangen (Datum der Erst- 
hintericgung) und cin Anirag auf Umwandluqg dicser Ersthintcrlcgung in cine Hintcricgung gcmaB Budapester Vertrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 


V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Nome: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND 2ELUCULTUREN GmbH 


Untcrschrift(cn) der zur Vcrtrctung der intcmationalcn Hintcricgungsstclle 
befugten Person(cn) odcr des (der) von ihr cnnlchtigtcn Bcdicnstctcn: 


Anschriffc Maschcroder Weg lb 
D-38 J 24 Braunschweig 


U. U?*-& 

Datum: 2001-02-06 



Regcl 6.4 Buchstabc d zutrim, ist dies der Zeitpunkt, zu dcm der Status eincr intcmatkmalen Hintcrlcgungsstcilc envorben worden K 



BUDAPE5TER VERTRAG OBGR DtE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MI K ROORG A N ISMEN 
FOR DIE ZWECKE YON PATENTVERFAHREN 



INTE RN ATION A LE5 FORMBLATT 



Aventis Pharma 
Deutschland GmbH 
65926 Frankfurt 



EMPFANGSBESTATIGUNG BE! ERSTHINTERLEGUNG, 
ausgestellt gemaB Regel 7 J von dcr unten ongegebenen 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



L KENNZHCHNUNG DES MIKROORG AN LSMUS 



Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichen: 
Nr. 1: EBY. 18ga 



Von dcr INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANCSNUMMER; 

DSM 14031 



n. WISSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZHCHNUNG 



Mit dern unter I. bezeichneten Mikroorganismus wurde 

(X ) einc wissenschaftliche Beschrcibung 

(X ) cine vorgcschlagcnc taxonomischc Bczcrchnung 

eingereicht 

(Zutreffendes ankreuzen). 



ID. EINGANG UND ANNAHME 



Diese Internationale Hintcrlcgungsstellc nimnit den unter I bezeichneten Vfikroorganismus an, derbeiihram 2001-01-23 (Datum der 
Ersthinterlcgung) 1 eingegangen 1st 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Dcr unter I bezeichnete Mikroorgantsmus ist bei dieser Internationalen Hinterlegungsstelle am eingegangen (Datum der Erst- 
hintcrlcgung) und ein Antrag auf Umwandlung dieser Ersthmterlegung m eine Hinterlegung gemflB Budapester Vcrtrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 



V. INTERNATIONALE HTNTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGAN1SMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Mnscheroder Weg lb 
D-38 124 Braunschweig 



UnterschriWen) der zur Vertretung dcr internationalen Hinterlegungsstelle 
befugten Person(en) Oder des (der) von Ihr ermachtigten Bediensteten: 



Darum: 2001-02-06 



1 Falls Rcgcl 6.4 Buchstabe d zutrifft, ist dies der Zelipunku zu dem der Semis einer Internaiionalen Hinierlegungsstelle erworben worden isu 
Formblan DSMZ-BPM {einzige Sette) 0196 



BNSDOCID: <w6_02064784A2J_> 



PCT/EP02/01373 



DUDAPESTER VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNC VON MIKROORGANISMEN 
FOR DIE 2WECKE VON PATENTVERFA HREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Aventis Pharma 
Deutschland GmbH 
6592 6 Frankfurt 


EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG, 
ausgestellt gemflB Regel 7.1 von der unten angegebenen 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I. KENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichen: 

Nr. 4: EBY.S7 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte ETNGANGSNUMMER; 

DSM 14032 


II. W1SSENSCHAFTLICHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 


Mit dem unter L bezeichneten Mikroorganismus wurde 




(X ) cine wisscnschaftliche Bcschretbung 

PC) cine vorgeschlagene taxonomische Bezeichnung 




eingereicht. 

(Zutreffcndcs ankreuzen). 




III. EINGANG UND ANNAHME 


Dicse Internationale HinterJegungsstcHe nimmr den unter J bczeichneten Mfcroorgansmus an. der bciihr am 2 001-01-23 (Datum der 
Ersthmtcrlegung) 1 eingegangen fat 


IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 


Der unter I bezeichnete Mikroorganismus ist bd dieser Internationalen Hinterlegungsstelle am eingegangen (Datum der Eret- 
hinterlegung) und ein Antrag auf Umwandlung dieser Ersthinterlegung in eine Hinterlegung gemafl Budopester Vertrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags aufUmwandlung). 


V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELUCULTUREN GmbH 


Unterschrift(en) der zur Vertretung der internationalen Hinterlcgungsitelle 
beFugten Person(en) oder des (der) von ihr ermachtigten Bediensteten: 


Anschriflt: Mascheroder Weg 1 b 
D-38124 Braunschweig 


Datum: 2001-02-06 



Jgei 6.4 Buchstabe d zutriflt ist dies der Zeitpunkt, zu dem der Status einer internationalen Hinterlegungsstelle erworben worden h 



Pormbiatt DSM2-BP/4 (cinzige Scilc) 0196 



BUD A PESTER VERTRAG DBER DfE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MI K.ROORC AN ISMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Aventis Pharma 
Deutschland GmbH 
65926 Frankfurt 



EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG, 
ausgesttlJt gcmflB Regel 7.1 von der untcn angegebenen 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. KENN2HCHNUNG DES MIKROORGAN1SMUS 



Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichen: 

Nr. 5: EBY.S7 / 
YEp4H7-HsGLUTl 



Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteihe EINGANGSNUMMER:. 

DSM 14033 



n. WISSENSCHAFTUCHE BESCHRHBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 



Mit dcm unter I. bezeichneten MikroorganUmus wurde 

(X ) einc wissenschaftlichc Bcschreibung 

(X ) eine vorgeschlagene taxonomische Bezeichnung 

cingcrcicht 

(Zutorffendes ankreuzcn). 



in. EINGANG UND ANNAHME 



Dicsc Internationale Hintertcgungsstclle nimrat den unter I bezeichneten Mikroorganfcmus an, dcr beiihr am 2001-01-23 (Datum der 
E^sthinte^!eglmg) , eingegangen 1st 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Der unter I bezetchnete MikroorganUmus tst bei dieser Intemationalen Hinterlegungsstelle am eingegangen (Datum der Erst-' 
hinterlegung) und ein Antrag auf Umwandlung dieser Ersthtnurlegung in eine Hinterlegung gemflfi Budapester Vertrag tst am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antra gs auf Umwandlung). 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLK.ULTUREN GmbH 



Anschrtft Mascheroder Weg I b 
W8124 Braunschweig 



Unterschrift(en) der zur Vertretung der internationalen Hinteriegungsstelle 
befugten Person(en) oder des (der) von ihr ermachtigten Bedtensteten: 



Datum: 2001-02-06 



1 Falls Regel 6.4 Buchstabe d zutriHi 1st dies der ZeitpunkL zu dem der Status etner internationaien Hinteriegungsstelle erworben worden isL 
Formblatt DSMZ-BP/4 (cinzije Scilc) 0196 



BNSDOCID: <WO_020647B4A2_I_> 



PCT7EP02/01373 



BUD A PESTER VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE 
ANERICENNUNCTDER HJNTERLEGUNC VOrOaiKROORGANlSMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERN ATI ON ALES FORMBLATT 



Aventis Pharma 
Deutschlahd GmbH 
65926 Frankfurt 


EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG, 
ausgestellt gemafl Regel 7.1 von der unten angegebenen 
INTERNATIONA LEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I. KENNZEICHNUNG DES M3KRO ORGAN IS MUS 


Vom MNTERLEGER 2ugeteiltes Bczugweichen: 
Nr. 6: EBY.VW4000 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMERi 

DSM 14034 


II. msSBNSCHAFTUCHE BESCHRHB UNG VXD/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BE2HCHNUNG 


Mit dem unter I. bezcichneten Mikroorganismus v/urde 




(X ) cine wisscnschaitlichc Bcschrcibung 

(X ) erne vorgeschlagene taxonomische Bezeichnung 




cingereicht 

(Zutreffendes ankreuzen). 




III. EINGANG UND ANNAHME 




Diese Internationale HinterlegungsstelJe nlmrnt den unter I bezcichneten Mikroorganismus an, der bei ihr am 2001-01-23 (Datum der 
Ersthmtcrlegungy eingegangen ist 1 r 


rv. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 


Der unter I bezeichnete Mikroorganismus ist bei dieser IntemationaJen Hinterlegungsstelle am eingegangen (Datum der Erst- 
hinterfegung) und etn Antrag auf Umwandlung dieser Ersthinterlegung in eine Hinteriegung gemafl Budapester Vertrag ist am 
eingegangen (Datum des Emgangs des Anlrags auf Umwandlung). 


V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELUCULTUREN GmbH 


Unterschrift(en) der zur Vertretung der intemadonalen Hinterlegungsstelle 
berugten Person(en) oder des (der) von ihr ermfchtigten Bediensteten: 


Anschrift: Mascheroder Weg 1 b 
D-3S124 Braunschweig 


c/, uJc-i, 

Datum: 20 01-02-06 



Regel 6.4 Buchstabe d zutrifft, ist dies der Zeitpunkt, zu dem der Status einer internationalen Hinlerlegungsstfille ervvorben worden ii 



Formblatt DSMZ-BP/4 (cinzige Scttc) 0196 



9UDAPESTER-VERTRAG OBER DIE INTERNATIONALE 

ANERKENNUNG DER HrNTERLEGUNO VON MIKROORGANISMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Aventis Pharma 
Deutschland GmbH 
65926 Frankfurt 


EMPFANGSBESTATIGUNG bei ersthinterlegung, 
ausgestellt gcmfiB Regd 7.1 von der unten angegebenen 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I. KENNZE1CHNUNG DES MIKROORGANISMUS 


Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugszeichen: . 
Nr. 7: EBY.f4-l 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
rugctcitte EINGANGSNUMMER:* 

DSM 14035 


IL WISSENSCHAFTUCHE BESCHRHBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 


Mit dcm untcr I. bczeichneten Mikrcwrganlsrnus wurde 




(X ) elne wissenschaftllche Beschreibung 

(X ) einc vorgeschlagene taxonomische Bczcichnung 




emgcreicht 

(Zutreffcndes ankreuzcn). 




in. EINGANG UND ANNAHME 


Dicsc Internationale Hin terlegungsstelle nimmt den umer I bezeichneten MDcroorganismus an, der bei ihr am 2001-01-23 (Datum der 
Ersthinterlegung)' eingegangen 1st. 


IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 


Der unter I bezeichnetc MikToorganismus bl bei dicsci Intemauonalcn Hintcrlegungsstcllc am eingegangen (Datum der Ersi- 
htnteriegung) und ein Antrag auf Unrwandlung dicser Ersthintcrlegung in cine Hintcrlcgung gemaO Budapcster Vertrag 1st am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 


V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE . 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 


Untcrschrift(en) der rur Yertrctung der imcmationalen Hintcrlegungsstelle 
befugten Pcrson(cn) odcr des (der) von ttir crmachtigten Bedienstetcn: 


Anschrift: Mascheroder Weg lb 
DOS 1 24 Braunschweig 


(/. CJ^'l* 

Datum: 2001-02-06 



1 Falls Regel 6.4 Buchstabe d zutrifit, ist dies der Zeitpunkt, zu dem der Status einer intern alionalen Hinterlcgungsstclle crworben worden isL 



Formblatt DSMZ-BP/4 (einzige Seite) 0196 



BNSDOCID: <WO_02064784A2_L> 



PCTYEP02/01373 



BUDAPE5TER VERTRAO OBER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HfNTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFA H REN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Aventis Pharma 
Deutschlanci GmbH 
65926 Frankfurt 

EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGliNG, 
ausgestellt gemfiS Rcgel 7.1 von der unten angegebencn 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 



L KENNZOCHNUNG DES MIKROORGANISMUS 



Vom HINTERLEGER rugeteiltes Bczugszcichen: 
Nr. 8: EBY.f4-4 



Von dcr INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugctellte EINGANGSNUMMER: 

DSM 14036 



II. WISSENSCHAFILICHE BESCHRE1BUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 



Mil dcm unter I. bezcichneten Mlkroorganismus wurde 

(X ) einc wissenschaftliche Beschreibung 

(X ) cine Yprgcschlagene taxonomische Bczcichnung 

eingereicht. 

(Zutreffendes ankreuzen). 



III. EINGANG UND ANNAHME 



SSS' «^^r telIe nin,ro, ^ ' b42riChneten "*™>*™- de, bei ihr em 2001-01-23 (Datum 



der 



IV. EINOANQ DES ANTRAGS AUF UMWANDLLTNO 



UuJri^^ ^ * Mfcroorganbrnus 1st bd dieser Internatlonalei, Hlmerlegungsstelle am singegangen (Datum der Erst- 

""h*"? aUf Un,wan<l,un « Erahintarlegung in cfae Hlnteriegung gemafl Budapest* Venrag ta 
emgegangen (Datum des Emgangs des Anmgs auf Umwandlung). 



am 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Maschcrodcr Wcg lb 
D-38124 Braunschweig 



Unterschrift(cn) dcr zur Vertrctung dcr imernatlonalen HinterlegungsstcUe 
befugten Pcrson(en) odcr des (der) von ihr ermaciulgten Bcdiensicten: 



Datum: 2001-02-06 



1 Falls Rcgcl 6.4 Buchstabc d zutrim, ist dies dcr Zcitpunkt, zu dcm dcr Status eincr international™ Hintcrlc g ungsstcilc envorben worden ist 
FOrmblan DSMZ-BP/4 /.linziee 5Wie^ OiQf, 



BUOARESTER VERTRAG OBER DIE .INTERNATIONALE 

ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Aventis Pharma 
Deutschland GmbH 
65926 Frankfurt 

EMPFANGSBESTATIGUNG BET ERSTHINTERJLEGUNG, 
ansgestellt gemafl Regd 7.1 von der unten angegcbenen 
INTERN ATI ON ALEN KINTERJLEGUNGSSTHLLE 



I. KENNZE1CHNUNG DES MIICROORGANISMUS 



Vom HINTERLEGER zugeteiltes Bezugs2eichen: 


Von der 1NTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


Nr. 9: EBY.f4-7 


zugetetlte EINGANGSNUMMER: 






DSM 14037 



II. WTSSENSCHAFTL1CHE BESCHRHBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOM1SCHE BEZHCHNUNG 



Mit dera unter L bezeichneten Mikroorganisrnus v/urde 

(X ) eine wisscnschaftlichc Beschrtibung 

(X ) cine vorgeschlagene taxonornische Bezeichnung 

eingereichL 

(Zutreffcndes ankreuzen). 



111. EINGANG UND ANNAHME 



Diese intemationale Hinteriegungsstelle rrimmt den unter I bezeichneten Mikroorganismus an, der bei far am 2001 --01-23 (Datum der 
Ersthmtcriegung) 1 eingegangen ist 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Der unter I bezeichnete Mikroorganismus ist bei dieser Intemationalen Hinteriegungsstelle am eingegangen (Datum der Erst- 
hlnteriegung) und ein Antrag auf Urrrwandlung dieser Ersthimeriegung in eine Hinterlegung gemftB Budapester Veitrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: 



DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 
MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN GmbH 



Anschrift: Mascheroder Weg lb 
D-38124 Braunschweig 



Unterschrift(en) der air Vertretung der intemationalen Hinteriegungsstelle 
befugten Person(en) oder des (der) von ihr ermflchtigten Bediensteten: 



Datum: 2001-02-06 



1 Falls Regd 6.4 Buchstabc d zutrifit ist dies der Zeitpunla zu dem der Status einer intemationalen Hinteriegungsstelle envorben worden ist 
Formblatt DSMZ-BPM (einzige Seile) 0196 



BNSDOCID: <WO_02064784A2_L> 



PCT/EP02/01373 



BUD A PESTER VERTRAO OBER DIE INTERNATIONALE 
ANERKENNUNG DER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATEN7YERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Aventis Pharma 
Deutschland GmbH 
65926 Frankfurt 


EMPFANGSBESTATIGUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG, 
ausgestclit gemafl Regd 7.1 von der unten angegebenen 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


I. KENNZHCHNUNG DES MIKRQORGANISMUS 


Vom HINTERLEGER zugetciltes Bezugszeiciien: 

Nr. 10: BBY.f4-l / 
YEp4H7-HsGLUT4. 


Von dcr INTERNATIONALEN HINTERLEOUNGSSTELLE 
zugctcike EINGANOSNUMMER; 

DSM 14038 


IL WISSENSCHAFTLICHE BESCHREBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 


Mit dcm untcr I. bczcichnctcn MIKroorganisiniis wurdc 




(X ) cine wissenschaftllche Beschrcibung 

(X ) erne Yorgcschlagcne taxonomtsche Bezcichnung 




cingereicht 

(Zutrefifendes ankreuzen). 




III. EINOANG UND ANNAHME 


Diese Internationale HinterlegungssteDe nimmt den unter I bezeichneten Mikroorganismus an, der bd ihr am 2001-01-23 (Datum dcr 
Ersthinterlegung) 1 emgegangen ist v ucr 


IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 


per unter I bczcichnctc Mikroorganismus ist bci dicscr Intematfonalcn Hintcrlcgungsstellc am emgegangen (Datum der Erst- 
hmteriegung) und cm Antrag auf Umwandlung dieser Ersthinterlegung in cine Hinterlegung gemaO Budapcster Vcrtrag ist am 
emgegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandiung). ~ 


V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND 2ELLKULTUREN GmbH 


Untcrschrift(cn) dcr zur Vcrtrctung dcr intcroatbnalen Hintcrlcgungsstellc 
befugten Pcrson(cn) odcr des (der) von ihr crmachtigtcn Bedicnstctcn: 


AnschriM Mascheroder Weg I b 
D-3S124 Braunschweig 

1 CM. n i ✓ a « . . . . „ . _ . 


Datum: 2001-02-06 



Regcl 6.4 Buchstabc d zutrim. ist dies dcr Zcitpunkt, zu dcm dcr Status cincr intcmationalcn Hintcrlcgungsstellc crworben worden fa 



Formblan DSMZ-BP/4 (einzige Scite) 0196 



BUDAPESTER VERTRAG'flBER DIE INTERNATIONALE 

ANERKENNUNG DER HrNTERLECUNG VON MIKROORGANISMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Aventis Pharma 
Deutschland GmbH 




D- 65 926 Frankfurt 


EMPFANGSBESTAT1GUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG. 
' ausgesteilt gemfifl Regel 7.1 von der unten angegebenen 
INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 


L KENNZEICHNUNG DES M1KROORGANISMUS 


Vom HINTERLEGER zugctciltcs Bezugszcichen: 

Nr. 11: EBY.f4-4/YEP4H7-HsGLUT4 


Von der INTERNATIONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 1 
zugetellte EINGANGSNUMMER: 

DSM 14039 


IL WISSENSCHAfTUCHE BESCHREIBUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZHCHNUNG 


Mit dcm untcr L bezelchneten Mikroorganisimis wurde 




(X ) einc wissenschafiliche Beschreibung 

(X ) cine vorgeschlagene taxonoroische Bezeichnung 




cingcrcichL 

(Zutrefifendes ankreuzen). 




III. EINGANG UND ANNAHME 


Diese Internationale HinterlegungssteUe nimmt den unter I bezeichneten Mikroorgantsmus an, der bci ihr am 2001-01-23 (Datum dcr 
Ersihuiteriegung) 1 eingegangen ist 


IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 


Dcr untcr I bezeichnetc MIkroorganlsraus 1st bet dleser Imemattonalen Hinterlcgungsstellc am etngegangen (Datum der Em- 
hintcrlcgung) und ein Antrag auf Umwand lung dleser Ersthlnierlegung In cine Hinteriegung gemaB Budapester Vertrag ist am 
eingegangen (Datum des Eingnngs des Antrsgs auf Umwandlung). 


V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 


Name: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND ZEULKULTUREN GmbH 

Anschrift: Maseheroder Wcg lb 
D-38124 Braunschweig 


Unterschriftlen) der zur Venretung der intemationaten HinterlegungssteUe 
befugten Pcrson(en) oder des (der) von Ihr ermachtlgten Bediensteten: 

Datum: 2001-02-06 



Foils R<gd 6.4 Buchstabc d zuoiffi, ist dies dcr Zcitpunkt, zu dcm dcr Status cincr into mat bnaien HinterlegungssteUe crwDrben worden bL 



Formblatt DSIvtZ-BP/4 {einzige Scitc) 0196 



BNSDOCID:<WO 02064784A2 I > 



PCTYEP02/01373 



BUDA PESTER VBRTRAG OBER DIE INTERNATIONAL 
/NERKENNUNG PER HINTERLEGUNG VON MIKROORGANISMEN 
FOR DIE ZWECKE VON PATENTVERFAHREN 



INTERNATIONALES FORMBLATT 



Aventis Pharxna 
Deutschland GmbH 
65926 Frankfurt 



EMPFANGSBESTAT1GUNG BEI ERSTHINTERLEGUNG, 
ausgcstcllt gemfifl Regel 7.1 von der unten angcgcbcnen 
INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



I. JCENNZEICHNUNG DES MIKROORGANISMUS 



Vom HINTERLEGER rugcteiltcs Bczugszetchcn 

Nr. 12: EBY.f4-7 / 
YEp4H7-HsGLUT4 



Von dcr INTERNATTONALEN HINTERLEGUNGSSTELLE 
zugeteilte EINGANGSNUMMER: 

DSM 14040 



n. WISSENSCHAFTUCHE BESCHRE1BUNG UND/ODER VORGESCHLAGENE TAXONOMISCHE BEZEICHNUNG 



Mil dcm unter I. bczeichncten Milcroorganismus wurde 

(X ) eine wissenschaftliche Bcschreibung 

(X ) cine vorgeschlagcnc taxonomische Bezeichnung 

cingereicht. 

(Zutreffendes ankreuzen). 



in. EINGANG UND ANNAHME 



!5S nimml Untef 1 bcMichncten Mikroorganismus an, dcr bci ihr am 2001-01-23 (Datum dcr 



IV. EINGANG DES ANTRAGS AUF UMWANDLUNG 



Dcr untcr I bezeichncte Mlkroorganismus ist bei dieser Intemationalen HinteriegungssteHe am cingegangen (Datum der Erst- 
ntntcrlcgung) und cin Antrag auf Umwandlung diescr Ersthimerlegung in eine Hinterlegung gemaB Budapester Vertrag ist am 
emgegangen (Datum des Eingangs des Antrags auf Umwandlung). 



V. INTERNATIONALE HINTERLEGUNGSSTELLE 



Name: DSMZ-DEUTSCH E SAMMLUNG VON 

MIKROORGANISMEN UND 2ELLKULTUREN GmbH 

Anschrift: Maschcrodcr Weg lb 
DOS 124 Braunschweig 



Unterschrift(en) der zur Vertretung der intemationaJen Hinterlegungsstelle 
befugten Person(en) Oder des (der) von ihr ermfichtigten Bediensteten: 



Datum: 2 0 01-02-06 



Falls Rcgcl 6.4 Buchstabc d zutrim, ist dies dcr Zeitpunkt, zu dem dcr Status einer intemationalcn Hintcriegungsstelle envorben worden ist 
Formblatt DSMZ-BP/4 (einzige Seite) 0196 
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(54) Title: YEAST STRAIN OF SACCHAROMYCES CEREVISIAE WITH FUNCTIONAL EXPRESSION OF A GLUT TRANS- 
PORTER 

(54) Bezeichnung: HEFESTAMM VON SACCHAROMYCES CEREVISIAE MIT FUNKTIONELLER EXPRESSION EINES 
GLUT-TRANSPORTERS 

(57) Abstract: The invention relates to a yeast strain of Saccharomyces cerevisiae which, due to deletion of the genomic sequences, 
does not produce any hexose transporters and which as a consequence cannot propagate on substrates that have hexose as the only 
carbon source. The capability of the strain of propagating on substrates that have hexose as the only carbon source can be re-estab- 
lished by expression of a GLUT4 gene. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft einen Stamm der Hefe Saccharomyces cerevisiae, welcher durch Deletion der ge- 
nomischen Sequenzen keine Hexosetransporter mehr ausbildet und in Folge dessen sich auf Substraten mit Hexosen als einziger 
Kohlenstoffquelle nicht mehr vermehren kann, wobei dessen Fahigkeit sich auf einem Substrat mit einer Hoxose als einziger Koh- 
lenstoffquelle zu vermehren wiederhergestellt wind, wenn er ein GLUT4-Gen zur Expression bringt. 
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CDn . . (name of data base and. where practical, search terms used) 

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE, CHEM ABS Data 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant 



or^T ? II + AL: "^"current knock-out 
of at least 20 transporter genes is 

?J U Zt d t0 block uptake of texoses In 
saccnaromyces cerevisiae" 

aSIterdaTnl ELSEVIER SCIENCE publishers - 

vol. 464, no. '3, 

31 December 1999 (1999-12-31) Danes 

123-128, XP004260734 ' P 9 

ISSN: 0014-5793 

Seite 127, letzter Abschnitt. 

Relevant fur Erflndungen I & II 

page 123, right-hand column, paragraph 2 

-/-- 



fTI F "1herdocuments are listed in the continuation of box C. 
' Special categories of cited documents : ~~ 

' E ' XdSe UmembU,pUbllShed0nora,,eMh6 International 

citation or other special reason (as sped/fed) 
I '°' d ome^ 1 a^ errin9,0an0ral akaoaun - use . exhibition or 



Relevant to claim No. 



1-3 



4-11,14, 
15,18,19 



Date ol the actual completion of the international search' 

28 March 2003 

Name and mailing address of the ISA 



| | Pa »ent family members are listed in annex. 

^ la of r n 2^l!7!f n , tpub i ishedaf,erlne International flOng date 
%Su?? date and not in conflict with the application but 

tton ^ PrinC "" e ° r ,heo,y unde ^'"9 "SI 

>X ' d «nToftL°!j?n3!i^ rele ^ ce:,heclaimed Mention 
rannot De considered novel or cannot be considered in 
involve an inventive step when the docTmem fe ?aten atone 

^n^lZn^^f^V 1 '- ,ne clalm9d invention 
JSnSLS 6 f° ns Wered to Involve an Inventive step when the 
SSff^LS ""t ned wlth one or more other suchdocu- 
merts^such combination being obvious to a person skMed 

document member of the same patent family. 



Date of mailing of the international search report 



2 8. 04. 03. 



Authorized officer 



Lanzrein. M 



C.(Conttnuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Calegoiy ° 


Cilatton ot document, wim.lntBcatKm,>Nhere.appTOpria\e, oUhe.rele\rarrt parages f 


televanl to claim No. 


X 


KRUCKEBERG A L ET AL: "THE HXT2 GENE OF 

SACCHAROMYCES-CEREVISIAE IS REQUIRED FOR 

HIGH-AFFINITY GLUCOSE TRANSPORT" 

MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY, 

vol. 10, no. 11, 1990, pages 5903-5913, 

XP009007277 

ISSN: 0270-7306 

Relevant fur Erfindungen I, II 

page 5908, right-hand column, paragraph 2 


1-3 


Y 


KASAHARA TOSHIKO ET AL: "Characterization 
of rat Glut4 glucose transporter expressed 
in the yeast Saccharomyces cerevisiae: 
Comparison with Glutl glucose 
transporter." 

BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA, 

vol. 1324, no. 1, 1997, pages 111-119, 

XP001121502 

ISSN: 0006-3002 

Relevant fQr Erfindung I 

page 114, left-hand column, line 5-8; 

figure 3 


4-11 


Y 


KASAHARA TOSHIKO ET AL: "Expression of 

the rat GLUTl glucose transporter in the 

yeast Saccharomyces cerevisiae." 

BIOCHEMICAL OOURNAL, 

vol. 315, no. 1, 1996, pages 177-182, 

XP009002582 

ISSN: 0264-6021 

Relevant fur Erfindung II 

page 177, right-hand column; figure 3 


14,15, 
18,19 


Y 


KASAHARA TOSHIKO ET AL: "Studies on the 
Glut family transporters: Use of the yeast 
expression system." 

MEMBRANE PROTEINS: STRUCTURE, FUNCTION AND 
EXPRESSION CONTROL. , 
1997, pages 201-212, XP00U21504 
International Symposium, Kyushu University 
Press ;S. Karger AG 7-1-146, Hakozaki, 
Higashi-ku, Fukuoka 812, Japan; P.O. Box, 
Allschwilerstrasse 10, CH-4009 Basel, 
Switzerland 
ISBN: 3-8055-6465-1 
Relevant fur Erfindung II 
page 201, paragraph 4 

-/- 


14,15, 
18,19 



Form PCT/1SA/210 (conKnuaiton of second sheat) (July 1992) 

page 2 of 3 



BNSDOCID: <WO__02064784A3J_> 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


la tonal Application No 




PCT/EP 02/01373 


CfContinuatlon) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category 0 


Citation of document, with indicatlon.where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


A 


FUKUMOTO H ET AL: "CLONING AND 






CHARACTERIZATION OF THE MAJOR 






INSULIN-RESPONSIVE GLUCOSE TRANSPORTER 






EXPRESSED IN HUMAN SKELETAL MUSCLE AND 






OTHER INSULIN-RESPONSIVE TISSUES" 






JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 






vol. 264, no. 14, 1989, pages 7776-7779, 






XP002225835 






ISSN: 0021-9258 






Relevant fur Erflndung I 




A 


BIRNBAUM M J ET AL: "CLONING AND 






CHARACTERIZATION OF A CDNA ENCODING THE 






RAT BRAIN GLUCOSE-TRANSPORTER PROTEIN" 






PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 






SCIENCES OF USA, NATIONAL ACADEMY OF 






SCIENCE. WASHINGTON, US, 






vol. 83, 1 August 1986 (1986-08-01), pages 






5784-5788, XP002068497 






ISSN: 0027-8424 






Relevant fur Erfindung II 




A 


KASAHARA TOSHIKO ET AL: "Tryptophan 388 


20-25 




in putative transmembrane segment 10 of 






the rat glucose transporter Glutl is 






essential for glucose transport." 






JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 






vol . 273, no. 44, 






30 October 1998 (1998-10-30), pages 






29113-29117, XP001121501 






ISSN: 0021-9258 






Relevant fur Erfindung III 






paqe 29114, left-hand column: fiaure 2* 






table 1 




A 


ASANO T ET AL: "THE ROLE OF 


20-25 




N-GLYCOSYLATION OF GLUT1 FOR GLUCOSE 






TRANSPORT ACTIVITY" 






JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 






vol. 266, no. 36, 1991, pages 24632-24636, 






XP002236407 






ISSN: 0021-9258 






Relevant fOr Erfindung III 






table 1 





EP02/01373 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international searchreport has not been established inresp ect of certain claims under Article 17(2)(a)forthefollowingreasons: 
Claims Nos.: 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



1. Q ClaimsNos 



2. fx] ClaimsNos.: 12, 13, 16, 17 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

see additional sheet further information from PCT/ISA/210 



3. I I ClaimsNos.: 

' — ' because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6 .4(a) . 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 
see supplementary sheet 

On the basis of the prior review under PCT Rule 40.2(e), no additional fees are to be 
refunded. 



1. I x I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2. Q As aU searchable claims c»u^^ 

of any additional fee. 

3 . I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
1 — 1 covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this international search report is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest \x] The additional search fees were accompanied by the applicant's protest 

| ] No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



BNSDOCID: <WO_02064784A3J_> 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

EP02/01373 



Continuation of 1.2 
Claims: 12, 13, 16, 17 



The current Claims 12, 13, 16 and 17 relate to a disproportionately larae 
number of possible compounds or methods that are noi Supported byfce 
description (PCT Article 6) or that cannot be regarded as hTvmTbeln 
disclosed m the application (PCT Article 5). In L present oE?,S"L» 
lack the proper support and the application lacks the requisite di^osmeTo 
such an extent that it appears impossible to carry out a ~ 

wticSf* ? ta r ° r P r 0f claims rela ^8 to inventions 
m respect of which no international search report has been established 

Rule 66.1(e)). In its capacity as International Preliminary Examining 
Autoonry the EPO generally will not carry out a prelimm^mSn Tor 

cTahTw™^ T SearCheA , ™ S 3130 * t0 Se^Se 
clamxs were amended after receipt of the international search renort <PCT 

Article 19) or where the applicant submits new claims in the coSe ofZ 
procedure under PCT Chapter II. me course ol the 



EP02/01373 



The International Searching Authority found multiple (groups of) inventions in this 
international application, as follows: 

1 . Claims : 1 - 1 1 (entirely) 

strain of Saccharomyces cerevisiae with suppressed hexose absorption and 
made to express a GLUT4 gene; 

method that uses said strain for identifying a compound which stimulates or 
inhibits the activity of the GLUT4 protein. 

2. Claims: 14, 15, 18, 19 (entirely) 

strain of Saccharomyces cerevisiae with suppressed hexose absorption and 
made to express a GLUT1 gene; 

method that uses said strain for identifying a compound which stimulates or 
inhibits the activity of the GLUT1 protein. 

3. Claims: 20-25 

mutants of the GLUT1 protein in which valine is replaced after methionine 
at position 69 (SEQ ID No: 13) or alanine is replaced after methionine at 
position 70 (SEQ ID No: 14); polynucleotide sequence encoding said 
mutants. 



FormPCT/ISA/210 

: <WO_02064784A3J_> 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



lm " tionales Aktenzetchen 

Pui/EP 02/01373 



A. KLASSJF1ZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 C12N15/12 C12N15/81 C12N1/18 C07K14/62 C12Q1/02 
C12Q1/54 //(C12N1/18,C12R1:865) 



Nach der Intemationalen Patentklasstfikatlon (IPK) Oder nach der natlonalen Klasslfikation und der IPK 
B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MindestprOfstoff (Klassifikationssystem und 

IPK 7 C12N 



Recherchlerte aber nicht zum MindestprOtstotf gehSrende VerSffentllchungen, soweB dlese unter die recherchlerten Geblete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsulllerte elektronteche Datenbank (Name derDatenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS, MEDLINE, EMBASE, CHEM ABS Data 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie" 



Bezetehnung der Veroffentlichung. soweit ertordertich unter Angabe der In Betracht kommendsn TeBe 



Betr. Anspiuch Nr. 



WIECZORKE R ET AL: "Concurrent knock-out 

of at least 20 transporter genes is 

required to block uptake of hexoses in 

Saccharomyces cerevisiae" 

FEBS LETTERS, ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS, 

AMSTERDAM, NL, 

Bd. 464, Nr. 3, 

31. Dezember 1999 (1999-12-31), Seiten 

123-128, XP004260734 

ISSN: 0014-5793 

Seite 127, letzter Abschnitt. 

Relevant fur Erfindungen I & II 

Seite 123, rechte Spalte, Absatz 2 

-/- 



1-3 



4-11,14, 
15,18,19 



m 



Wellere Veroffentlichungen slnd der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamflie 



° Beson dere Kalegorien von angegebenen Verdffentlichungen ; 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik defmiert, 
aber nicht ais besonders bedeutsam anzusehen 1st 



*E" 



afteres Dokument, das jedoch erst am Oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentiicht worden 1st 



"L" VerSffentDchung, die geelgnet ist, einen Prioritalsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das VerdrYentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten VerStfentlichung belegt werden 
soli Oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

a O* Veroffentlichung, die sich auf eine mGndliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstetlung oder and ere MaBnahmen bezieht 

•p" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Prioritatsdatum veroffentiicht worden ist 



T Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentiicht worden ist und mlt der 
Anmeldung nicht koilidlert, sondem nur zum Verstandnis des der 
^ndung^grunde^ Prinzips oder der Dir zugrundeDegenden 

'X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Verdffentlichung nicht ais neu oder auf 
erfinderischer Tatigkei! beruhend betrachtet werden 

•Y' VerSffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht ais auf erfinderischer Tatigkelt beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verdffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentiichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend Ist 
Veroffentnchung, die Mitglled derselben Patentfamilie 1st 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



28. Marz 2003 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



2 8,'Oi 03 



Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL-2280HVRijswilk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 



Bevollmachtigter Bediensteter 



V/.\f- 111 LOGIC u 

Kategorie 0 


Bezelchnung tier VertMf enUlchung, sowelt ertorderifch unter Angabe der tn Betracht korranenden Telle 


Betr. Anspiuch Nr. 


X 


KRUCKEBERG A L ET AL: "THE HXT2 GENE OF 

SACCHAROMYCES-CEREVISIAE IS REQUIRED FOR 

HIGH-AFFINITY GLUCOSE TRANSPORT" 

MOLECULAR AND CELLULAR BIOLOGY, 

Bd. 10, Nr. 11, 1990, Seiten 5903-5913, 

XP009007277 

ISSN: 0270-7306 

Relevant fur Erfindungen I, II 

Seite 5908, rechte Spalte, Absatz 2 


1-3 


Y 


KASAHARA TOSHIKO ET AL: "Characterization 
of rat Glut4 glucose transporter expressed 
in the yeast Saccharomyces cerevisiae: 
Comparison with Glutl glucose 
transporter." 

BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA, 

Bd. 1324, Nr. 1, 1997, Seiten 111-119, 

XP001121502 

ISSN: 0006-3002 

Relevant fur Erfindung I 

Seite 114, linke Spalte, Zeile 5-8; 

Abbildung 3 


4-11 


Y 


KASAHARA TOSHIKO ET AL: "Expression of 

the rat GLUT1 glucose transporter in the 

yeast Saccharomyces cerevisiae." 

BIOCHEMICAL JOURNAL, 

Bd. 315, Nr. 1, 1996, Seiten 177-182, 

XP009002582 

ISSN: 0264-6021 

Relevant fur Erfindung II 

Seite 177, rechte Spalte; Abbildung 3 


14,15, 
18,19 


Y 


KASAHARA TOSHIKO ET AL: "Studies on the 
Glut family transporters: Use of the yeast 
expression system." 

MEMBRANE PROTEINS: STRUCTURE, FUNCTION AND 
EXPRESSION CONTROL. , 
1997, Seiten 201-212, XP001121504 
International Symposium, Kyushu University 
Press;S. Karger AG 7-1-146, Hakozaki , 
Higashi-ku, Fukuoka 812, Japan; P.O. Box, 
Allschwilerstrasse 10, CH-4009 Basel, 
Switzerland 
ISBN: 3-8055-6465-1 
Relevant fOr Erfindung II 
Seite 201, Absatz 4 

-/- 


14,15, 
18,19 



Formblatt PCT/lSA/210 (Fortsetzung von BlaU 2) (Juli 19S2) 



Seite 2 von 3 

8NSDOC1D: <WO 02064784 A3J_> 



INITFRMATIOMAI PR RcruPDruPMCCDiruT 


Im tlonales Aktenzelchen 

Pu/EP 02/01373 


C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie* 


Bezeichnung.der Vet6ftentBchung.. soweit ertorderllch unter.Angabe derln Belrach! kommenden Telle 


Betr. Anspruch Nr. 


A 


FUKUMOTO H ET AL: "CLONING AND 
CHARACTERIZATION OF THE MAJOR 
INSULIN-RESPONSIVE GLUCOSE TRANSPORTER 
EXPRESSED IN HUMAN SKELETAL MUSCLE AND 
OTHER INSULIN-RESPONSIVE TISSUES- 
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
Bd. 264, Nr. 14, 1989, Selten 7776-7779, 
XP002225835 
ISSN: 0021-9258 
Relevant fur Erfindung I 






A 


BIRNBAUM M J ET AL: "CLONING AND 
CHARACTERIZATION OF A CDNA ENCODING THE 
RAT BRAIN GLUCOSE-TRANSPORTER PROTFTN" 
PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCES OF USA, NATIONAL ACADEMY OF 
SCIENCE. WASHINGTON, US, 
Bd. 83, 1. August 1986 (1986-08-01), 
Seiten 5784-5788, XP002068497 
ISSN: 0027-8424 
Relevant fur Erfindung II 






A 


KASAHARA TOSHIKO ET AL: "Tryptophan 388 
in putative transmembrane segment 10 of 
the rat glucose transporter Glutl is 
essential for glucose transport." 

Bd. 273, Nr. 44, 

30. Oktober 1998 (1998-10-30), Seiten 

29113-29117, XP001121501 

ISSN: 0021-9258 

Relevant fur Erfindung III 

Seite 29114, linke Spalte; Abbildung 2; 

Tabelle 1 




20-25 


A 


ASANO T ET AL: "THE ROLE OF 
N-GLYCOSYLATION OF GLUTl FOR GLUCOSE 
TRANSPORT ACTIVITY" 
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
Bd. 266, Nr. 36, 1991, Seiten 24632-24636, 
XP002236407 
ISSN: 0021-9258 
Relevant fur Erfindung III 
Tabelle 1 




20-25 



i 



FeW I Bemerkungen zu den Anspruchen,_die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 aul Blatt 1) 



Gemas Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden GrQnden fQr bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht ersteHt 
1. AnsprQcheNr. 

well sle slch auf Gegenstande bezlehen, zu deren Recherche die Beherde nicht verpflichtet 1st, namlich 



2. AnsprQche Nr. 12 , 13, 16, 17 

well sie sich auf Telle der intemationalen Anmeldi 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



well sie sich auf Telle der intemationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschrlebenen Anforderungen so wenlg entsprechen, 
daB eine sinnvolle Internationale Recherche nicht durchgefOhrt werden karin, namlich 



3. Q AnsprQcheNr. 

wei) es sich dabel um abhangige AnsprQche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaBt slnd. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daB diese intemationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt 

siehe Zusatzblatt 

Aufgrund des Ergebnisses der vorlaufigen Uberprufung 

gemass Regel 40.2(e) PCT sind keine zusatzlichen GebQhren zu erstatten. 

1. rn Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrlchtet hat, erstreckt slch dieser 
L^- 1 Internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

2. I I Da fQr alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefOhrt werden konnte, der eine 
• I — I zusatzliche RecherchengebQhr gerechtfertigt hatte, hat die BehcYde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr auf§efordert 



3. Da der Anmelder nur elnlge der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
1 — ■ intemationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die GebQhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
AnsprQcheNr. 



4- \^\ Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen RecherchengebQhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die In den AnsprQchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden AnsprQchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs |X] Die zusatzlichen GebQhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt 

[ | Die Zahlung zusatzllcher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 

BNSDOCID: <WO_02064784A3_I_> . 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

WEITERE ANGABEN D „„^ , 

PCT/ISA/ 210 



Internationales Aktenzelchen PCTy£ P 02 j01373 



Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspruche Nr.: 12, 13, 16^ 17 

Die geltenden Patentanspruche 12 t* ia n k , , 
unverhaltnismaBlg groBe Zahl mBalirhir v^m 5 eZieh /, n sich auf ^r\e 
nlcht 1m Sinne von Art 6 PCT lul ^Jf j! r J 1n ^ngen/Verfahren, die sich 
Sinne von Art. 5 PCT In der Patent a nlfi !i ?^ stGtzen als 1m 
vorliegenden Fail feh t den p5?entaSsDSLn° f ^ nbar J 9elten k6nnen - 2 
fehlt der Patentanmeldung die nStlSS 0?5S5b!r2iS * nts P reche ^e StGtze und 
daB eine sinnvolle Recherche uS<l??ch ersSt. ^ S ° lchen Ma6e ' 

K^M? 1^^™^$'? ^^cUe, od " T.11. von 
Recherchenbericht erstein wS 'JZJl* k ? ln 1nte ™at1onaler 
internationalen vorl llf g^TalunS seln k?nnfn " ch V e9enstand einer 
seiner Eigenschaft als iiU d£ intSr^ ^ 
beauftragte Behorde wird das fpa JicJ ?1 5 2 vorlaufigen Prufung 
Prufung fQr Gegensiande durchfGhVpn % .V^ R ? Qel ke1ne v ^laufige 
Dies gilt auch fur den Fan daB d?e Paw™ "k Recherc he vorliegt. 
internationalen Recherchenberirhtf 1 „ - ^tanspruche nach Erhalt des 
fur den Fall, da ^ der Anmelder fm JuS^ T? en (Art - 19 p CT), oder 
PCT neue Patent an sprQcKrlegt 9 Verfahrens 9emSB Kapitel II 



]N TERM AXI ON ALER JLECHERCHEN B E Rrc W Internationales AktenzelchenPCTyEP 02 D1373 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Die Internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese 
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthalt, 
namlich: 

1. Anspruche: 1-11 (komplett) 

Stamm von Saccharomyces cerevisiae, bei welchem die Aufnahme 
von Hexos„en unterbunderi wurde und in'dem ein Glut^Gen zur 
Expression gebracht wird. 

Verfahren unter Verwendung des besagten Stammes zur 
Identifizierung einer Verbindung, welche die Aktivitat des 
Glut4 proteins stimuliert oder hemmt. 



2. Anspruche: 14, 15, 18, 19 (komplett) 

Stamm von Saccharomyces cerevisiae, bei welchem die Aufnahme 
von Hexosen unterbunden wurde und in dem ein Glutl-Gen zur 
Expression gebracht wird. 

Verfahren unter Verwendung des besagten Stammes zur 
Identifizierung einer Verbindung, welche die Aktivitat des 
Glutl proteins stimuliert oder hemmt. 



3. Anspruche: 20-25 

Mutanten des Glutl proteins, bei welchen Valin* nach 
Methionin and Position 69 (SEQ ID NO 13) oder Alanin nach 
Methionin and Position 70 (SEQ ID NO 14) ausgetauscht wurde. 
Polynukleotidsequenz kodierend fur besagte Mutanten. 



BNSDOCID: <WO_02064784A3_I_> 
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